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Abkürzungsverzeichnis 
 
     
A      Ampère 
A. dest      destilliertes Wasser 
Ang      humanes Angiogenin 
AP      alkalische Phosphatase 
APS      Ammoniumpersulfat 
BSA      Rinderserumalbumin 
CDR   Cluster of Differentiation Receptor 
(Komplementaritätsdeterminante) 
DNA      Desoxyribonukleinsäure   
dNTPs      Nukleotide 
DTT      Dithiothreit 
ECS      Enterokinase-Erkennungssequenz 
EDTA      Ethylendiamintetraacetat 
EGFP      „enhanced green fluorescent protein“ 
ETA      Pseudomonas Exotoxin A 
ETAm     Pseudomonas Exotoxin A minimal 
Etbr      Ethidiumbromid 
FACS      „Fluorescence Activated Cell Sorting“ 
FITC      Fluoreszeinisothiocyanat 
FPLC      „fast protein liquid chromatography“ 
g      Gramm 
GAM      Ziege anti Maus (Antikörper) 
GAR      Ziege anti Kaninchen (Antikörper) 
H22   humanisiertes single chain Antikörper Fragment 
(scFv) gegen den CD64-Rezeptor gerichtet 
His-Tag     Histidin-Tag zur Proteinreinigung 
IC50   Konzentration bei der eine Erniedrigung der 
Viabilität der Zellen von 50% erreicht wird 
Ig-k-L  Signalsequenz zur Sezernierung eines Proteins in 
den Zellüberstand nach eukaryotischer 
Expression 
IMAC      Immobilisierte Metall-Affinitäts- 
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Chromatographie 
Kan      Kanamycinresistenz 
kDa      Kilodalton 
Ki4  gegen CD30 gerichteter monoklonaler Maus-IgG-
Antikörper 
l      Liter 
L540     Human Hodgkin Lymphoma Zellen 
µ      mikro 
m      milli 
M      molar 
MCS      multiple Klonierungsstelle 
min.      Minute(n)  
n      nano 
NBT/BCip     Nitro Tetrazolium Blue Chloride/5-Brom-4- 
Chlor-3-Indolyl-Phosphat 
Ni      Nickel 
nm      Nanometer 
NTA      Nitrilotriessigsäure 
OD       optische Dichte 
PBS      „phosphate buffered saline“ 
PCR      Polymerase-Kettenreaktion 
PI      Propidiumiodid 
s.      siehe  
scFv  „single-chain fragment-variable“, rekombinant 
erzeugtes einzelsträngiges Fragment der variablen 
Domänen eines Antikörpers 
SCID      „severe combined immunodeficiency“ 
SDS      Natriumdodecylsulfat 
sec.      Sekunden 
Std.      Stunde(n) 
TAE      Tris/Acetat/EDTA 
TC1  gegen ETA gerichteter monoclonaler  Maus-
Antikörper  
TEMED     Acrylamid-N,N’-Methylen-bisacrylamid- 
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tetramethylendiamin 
TGS      Tris/Glycin/SDS 
Tris      Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
U937     Human Histiocytic Lymphoma Zellen 
ÜN      über Nacht 
U/min.      Umdrehungen pro Minute 
V      Volt 
vgl.      vergleiche 
VH      variable Region der schweren Kette eines 
Antikörpers 
VL      variable Region der leichten Kette eines  
Antikörpers 
Vol.      Volumen 
v/v      Volumen pro Volumen 
w/v      Gewicht pro Volumen 
x      mal 
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1 Einleitung 
1.1 Immuntoxine 
In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene immuntherapeutische Strategien vorwiegend 
zur Behandlung von malignen Erkrankungen entwickelt. Hierbei ist der Einsatz von 
Immuntoxinen (IT) ein großer Hoffnungsträger, um die konventionelle Behandlung von 
Krebserkrankungen durch Bestrahlung und Chemotherapie zu ergänzen oder sogar zu 
ersetzen. Bei der Chemotherapie werden durch zytotoxische Wirkstoffe, wie zum Beispiel 
Doxorubicin [1] und Tamoxifen [2], oder durch energiereiche Strahlung Zellen abgetötet. Da 
diese Methoden keine selektive Bekämpfung der Tumorzellen erlaubt, werden auch gesunde 
Zellen geschädigt. Im Gegensatz hierzu werden bei einer Therapie mit Immuntoxinen die 
Krebszellen spezifisch eliminiert und Schädigungen von gesunden Geweben gering gehalten 
[3]. Die Wirksamkeit solcher Immuntoxine konnte bereits bei verschiedenen Modellen in 
vitro [4-7] als auch in vivo [8-12] erfolgreich demonstriert werden. Des Weiteren ist das 
Immuntoxin Ontak, ein Fusionsprotein aus der katalytischen Domäne und der 
Translokationsdomäne des Diphteria Toxins mit dem humanen Interleukin-2 [13, 14] bereits 
als Medikament zur Behandlung von T-Zell-Lymphomen zugelassen. 
Immunotoxine bestehen aus einer Antigen spezifischen Bindedomäne, meist einem Single 
Chain Antikörper Fragment, Liganden oder Zytokinen, gekoppelt an eine zelltoxische 
Komponente. Die Kopplung beider Komponenten kann hierbei entweder chemisch [6] oder 
als molekulargenetisches Fusionsprotein [15, 16] erfolgen. Angriffsziel dieser Immuntoxine 
sind Zielzell-spezifische Oberflächenantigene, welche nach Bindung idealerweise auf 
natürliche Weise internalisiert werden [17]. Hierdurch wird das Immuntoxin durch 
Endozytose in die Zielzelle gebracht, wo nun der zytotoxische Teil des Immuntoxins die Zelle 
töten kann. Als zytotoxische Komponenten werden bisher zumeist bakterielle oder pflanzliche 
Toxine verwendet [18, 19]. Hierbei sind die gebräuchlisten Vertreter das bakterielle 
Diphterietoxin des Corynebacterium diphteriae [20] und das Pseudomonas Exotoxin A [21] 
sowie das pflanzliche Ricin [5, 22]. Zur Generierung eines Immuntoxins wird diesen Toxinen 
die ursprünglich eigene Bindedomäne deletiert und durch die gewünschte Antigen-spezifische 
Bindedomäne ersetzt. Da sich in verschiedenen klinischen Studien herausgestellt hat, dass 
chemisch gekoppelte Immuntoxine eine unzureichende Stabilität in vivo aufweisen [23, 24], 
werden nun pharmakokinetisch verbesserte rekombinant hergestellte Konstrukte eingesetzt 
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[12, 25]. Bei Fusionsproteinen dagegen ist es möglich durch gezielte Mutagenese oder durch 
das Einfügen funktionaler Elemente sowohl eine höhere Stabilität zu erzielen als auch 
unerwünschte Kreuzreaktivitäten gezielt zu reduzieren [22]. Des Weiteren können die 
Bindeeigenschaften [26, 27], die spezifische Toxizität [28, 29] oder auch die Expression des 
Konstruktes verbessert werden.  
1.1.1 Die Bindedomäne 
In der ersten Generation von Immuntoxinen fanden vor allem murine monoklonale 
Antikörper als Bindestruktur Verwendung [30]. Diese wurden  mittels Hybridomatechnologie 
produziert, bei welcher Antikörper produzierende B-Lymphozyten aus immunisierten Mäusen 
mit immortalisierten Myelomzellen fusioniert werden [31].  
Nach anfänglichen Versuchen, diese Volllängenantikörper zur Entwicklung von chemisch 
gekoppelten Immuntoxinen zu verwenden, wurde vermehrt dazu übergegangen, nur einzelne 
bindeaktive Fragmente des Antikörpers einzusetzen. Hierzu gehören die monovalenten Fab-
Fragmente [32], die Fv-Fragmente [33] sowie die bivalenten F(ab)2-Fragmente. Alle 
Fragmente lassen sich sowohl proteolytisch als auch molekularbiologisch herstellen [34]. Das 
proteolytisch hergestellte, sehr instabile Fv-Fragment lässt sich molekularbiologisch durch 
einen zusätzliches kurzes Peptid (Linker) stabilisieren. Dieses verbindet die beiden V-
Domänen der schweren und leichten Kette, wodurch das sogenannte scFv-Fragment (single 
chain fragment of the variable region) entsteht [35]. Durch die geringe Größe dieses 
Fragmentes sind eine bessere Penetration des Gewebes sowie eine geringe Immunogenität zu 
erwarten. Dies sind optimale Vorraussetzungen, diese Fragmente als Bindedomänen zur 
Herstellung von Immuntoxinen zu verwenden. 
Eine weitere Methode der Antikörpergewinnung ist die Phage Display Technik. Hierbei 
verwendet man filamentöse Bakteriophagen, die auf ihrer Oberfläche rekombinante 
Fusionsproteine, im allgemeinen bestehend aus Antikörperfragmenten, präsentieren. [36]. 
Besonderes Merkmal dieser Technologie ist, dass die bindenden Fragmente mit ihrer 
genetischen Information im Phagen gekoppelt vorliegen. Nach erfolgreicher Anreicherung 
bindender Phagen können diese weiter untersucht und deren genetische Information zur 
Klonierung von scFv in Imuntoxinen verwendet werden. 
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1.1.2 Die toxische Domäne 
Als toxische Komponente von Immuntoxinen können unterschiedliche Substanzen wie 
Zytostatika, Radioisotope oder aber auch peptidische Toxine dienen. Diese peptidischen 
Toxine bewirken Permeabilisierungen von Membranen, inaktivieren Ionenkanäle sowie die 
Proteinbiosynthese, stören die Signaltransduktion und können neben der Hemmung von 
Transportprozessen auch das Zytoskelett destabilisieren. Um unspezifische Zellschäden zu 
verhindern, werden für therapeutische Wirkstoffe nur intrazellulär wirkende, meist die 
Proteinbiosynthese inaktivierende Proteintoxine eingesetzt [18]. Die gebräuchlisten Vertreter 
sind hierbei neben dem bakteriellen Diphterietoxin des Corynebacterium diphteriae [20] und 
dem Pseudomonas Exotoxin A [21] die pflanzlichen Toxine Ricin [5, 22] und Saporin [37]. 
Alle diese Toxine zeichnen sich durch eine hohe Zytotoxizität aus. So reicht z.B. die 
Aufnahme von ein bis zehn Molekülen des Pseudomonas Exotoxin A (ETA) pro Zelle aus, 
um diese zu töten [38]. Dieses 66 kDa große Protein besitzt natürlicherweise drei funktionale 
Haupt-Domänen [39]: Die Bindungsdomäne (AS 1 – 252), welche eine Bindung des Proteins 
an den α-Makroglobulinrezeptor auf der Zelloberfläche von tierischen Zellen vermittelt [40], 
die Translokationsdomäne (AS 280 – 364) und die katalytische Domäne (AS 396 – 613). 
Nach der Bindung des Toxins und einer darauf folgenden Rezeptor-vermittelten Endozytose 
wird, durch den niedrigen pH-Wert innerhalb der Endosomen bedingt, die 
Translokationsdomäne durch das zelleigene Furin geschnitten [40-43]. Die daraus 
resultierende Konformationsänderung bewirkt nun die Translokation der katalytischen 
Domäne ins Zytosol der Zielzelle. Hier erfolgt eine ADP-Ribosylierung des eukaryotischen 
Elongationsfaktors EF-2, der somit nicht mehr in der Lage ist, an das Ribosom zu binden [44, 
45]. Durch die daraus resultierende Inhibierung der Proteinsynthese wird die Apoptose der 
Zelle induziert. Verwendet man dieses Toxin zur Generation von Immuntoxinen, wird die 
natürliche Bindedomäne des Toxins deletiert (ETA’) und durch einen neuen Zielzell-
spezifischen Binder ersetzt. Auf diese Weise wird eine unspezifische Bindung und somit 
Toxizität der IT verhindert. 
Im Verlaufe unterschiedlicher Studien stellte sich jedoch heraus, dass die Applikation von 
Immuntoxinen mit nicht-humanen Komponenten zu einer Imunantwort im Menschen führen 
kann [46, 47]. Durch die Produktion von Antikörpern gegen die meist murinen Bereiche des 
Immuntoxins (HAMA, Human Anti Mouse Antibody) wird dieses schnell neutralisiert, so dass 
eine weitere Therapie wirkungslos ist. Außerdem zeigte sich beim Einsatz von 
unmodifizierten toxischen Komponenten, dass die systemische Applikation Nebenwirkungen 
nach sich ziehen kann.  So führten unspezifische Bindungen dieser toxischen Komponenten 
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an Epitelzellen und der damit vermittelten unspezifischen Zytotoxizität zum Vaskular-Leak-
Syndrom (VLS) bei dem durch eine Permeabilisierung der Endothelschicht die Gefahr 
pulmonaler Ödeme besteht [22, 48-50]. Außerdem führte die Anreicherung der Immuntoxine 
in der Leber häufig zu einer starken Schädigung [51, 52]. Zwar konnten die meisten 
Nebenwirkungen von nicht-humanen Toxinen durch die Deletion von VLS-Motiven oder 
durch die Deglykosylierung der Toxine vermieden werden, die potentielle Immunogenität 
blieb jedoch erhalten. 
Um diese Problematik zu umgehen, wurden in den letzten Jahren verstärkt humane 
Effektorproteine als toxische Komponente der Immuntoxine verwendet. Hierbei fanden u.a 
humane RNasen [53] und Granzyme [54] Verwendung. Der Einsatz dieser humanen 
Komponenten hat den zusätzlichen Vorteil, dass Nebenwirkungen wie VLS, welches in den 
Anfängen der Immuntoxingenerierung ein großes Problem darstellte, von vornerein 
ausgeschlossen werden.  
1.2 Fc gamma Rezeptor assoziierte akute myeloische Leukämie 
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne Erkrankung des blutbildenden 
Systems, speziell der Myelopoese, die für die Bildung von Granulozyten und Monozyten 
verantwortlich ist [55, 56]. Hierbei kommt es zu einer massiven Vermehrung von unreifen, 
leukämischen Zellen, die sich im Knochenmark und Blut ansammeln und die normale 
Bildung von Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten verdrängen. So machen 
schließlich bis zu 30% der Zellen im Knochenmark unreife, entartete Zellen aus. Dieser 
Entartung der Zellen gehen eine Reihe molekularer Ereignisse vorraus. Hierzu gehört die 
Aktivierung von Proto-Onkogenen, die Inaktivierung von Tumor-Suppressorgenen sowie die 
Interaktion mit hämatopoetischen Faktoren [57]. Diesen Ereignissen liegen zumeist 
genetische Veränderungen, wie etwa chromosomale Aberrationen oder Translokationen, 
zugrunde [58]. Ursachen der AML können u.a. hohe Dosen an ionisierter Strahlung oder eine 
langjährige Belastung mit Benzol sein. Auch die Applikation von Zytostatika, wie 
Alkylantien und Etoposid, kann zu therapieinduzierten hämatologischen Neoplasien wie auch 
zur AML führen [59]. 
AML ist eine relativ seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von etwa 3/100.000 Menschen im 
Jahr. Mit zunehmendem Alter steigt jedoch die Wahrscheinlichkeit, so dass bei Menschen 
über 75 Jahren die jährliche Inzidenz auf 14/100.00 steigt. Daraus resultiert auch das hohe 
mediane Erkrankungsalter von etwa 63 Jahren.  
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AML lässt sich anhand der Morphologie der Zellen in unterschiedliche Subtypen einteilen 
[60]. Der Einteilung der AML wird die French-American-British (FAB) Klassifizierung 
zugrunde gelegt. Diese wurde durch die World Health Organization (WHO) zur WHO-
Klassifizierung weiterentwickelt, welche zusätzlich spezifische chromosomale Aberrationen 
bei AML berücksichtigt [61, 62]. 
 
Tabelle 1 WHO-Klassifizierung von AML und zytogenetische Aberration. 
AML-Subtyp Bezeichnung Häufigkeit % Zytogenetische 
Aberration 
M0 Akute myeloische Leukämie mit 
minimaler Differenzierung 
selten - 
M1 Akute myeloische Leukämie ohne 
Ausreifung 
20 - 
M2 Akute myeloische Leukämie mit 
Ausreifung 
30 t(8;21) 
M3 Akute Promyelozyten-Leukämie (APL) 5 t(15;17) 
M3v Akute Promyelozyten-Leukämie, 
mikrogranuläre Form 
 t(15;17) 
M4 Akute myelomonozytäre Leukämie 30 - 
M4Eo Akute myelomonozytäre Leukämie mit 
Eosinophilie 
 inv(16) 
M5a Akute Monoblasten-Leukämie 10 - 
M5b Akute Monozyten-Leukämie  - 
M6 Akute Erythroleukämie selten - 
M7 Akute Megakaryoblasten-Leukämie selten - 
 
Häufig sind die AML-Subtypen mit einer Überexpression von membranständigen 
Oberflächenmolekülen verbunden. Die wichtigsten Antigene sind in Tabelle 2 
zusammengefasst. 
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Tabelle 2 Überexprimierte Antigene bei AML 
 Antigen 
Pan-myeloisch CD30, CD33, CD65s 
Granulozytär, monozytär CD14, CD15, CD64 
Vorläufer-Zellen CD7, CD34, CD117 
 
 
Zellen des AML-Typs M4 und M5 zeichnen sich unter anderem durch eine extrem hohe 
Expressionsrate des FcγRI (CD64) Rezeptors aus. Dieses 72 kDa große Glykoprotein wird in 
gesunden Geweben verstärkt auf der Oberfläche von aktivierten Monozyten und 
Makrophagen dargestellt [63] und besitzt eine hohe Affinität für Immunglobulin G (IgG) 
[64]. CD64 verfügt über drei extrazelluläre immunglobulinähnliche Domänen [65, 66] und 
weist sieben potentielle Glykosylierungsstellen auf [67].  
Natürlicherweise bewirkt die Bindung eines Antigens an den FcγRI gebundenen IgG 
Antikörper die Phagozytose und die anschließende MHC II-Präsentation des Antigens sowie  
die Superoxid- und Zytokinproduktion [68, 69].  
Die Rezeptor-vermittelte Internalisierung macht CD64 zu einem viel versprechenden Ziel für 
Immuntoxine zur Behandlung von CD64 positiver AML. Da CD64 nur von aktivierten 
Makrophagen verstärkt ausgebildet und internalisiert wird und weder auf pluripotenten 
Stammzellen, noch auf hämatopoetischen Vorläuferzellen exprimiert wird [70], sind 
nachhaltige Nebenwirkungen durch unspezifische Bindungen an gesunde Zellen nicht zu 
erwarten. So ist nach der selektiven Eliminierung CD64 positiver Zellen eine Regeneration 
von Monozyten und Makrophagen über die normale Hämatopoese gewährleistet.  
Tatsächlich konnte in ersten Untersuchungen gezeigt werden, dass CD64 positive Zellen 
gezielt durch ein anti-CD64 Immuntoxin abgetötet werden können. So gelang es unter 
anderem primäre CD64 positive AML Zellen spezifisch durch die Immuntoxine h22(scFv)-
ETA’ und h22(scFv)-RicinA zu zerstören [71, 72].  
1.3 Vollständige Humanisierung von Immuntoxinen 
In den letzten Jahren sind eine Vielzahl unterschiedlicher Immuntoxine entwickelt worden. 
Da hierbei meist bakterielle oder pflanzliche Toxine sowie murine Single Chain Antikörper 
Fragmente verwendet wurden, führten  diese nicht-humanen Komponenten bei der 
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Applikation im eukaryotischen System oftmals zu Immunantworten [46, 47]. Um dieser 
Problematik entgegen zu wirken, wurden verstärkt humanisierte oder sogar humane Elemente 
zur Konstruktion von Immuntoxinen verwendet. So wurden mittels complementary 
determining region grafting (CDR-grafting) humanisierte Binder generiert, bei welchen nur 
noch die hypervariablen Domänen vom originären Maus-Antikörper stammen [73-75]. Zu 
diesen Bindern gehört u.a. das während dieser Arbeit verwendete scFv-Fragment h22. Bei 
diesem handelt es sich um die mittels CDR-grafting humanisierte Form des murinen scFv-
Fragmentes m22 [76]. 
Neben den Bindedomänen wurden in den letzten Jahren auch verstärkt humane 
Effektorproteine als toxische Komponenten in Immuntoxinen verwendet. Hierbei fanden u.a 
humane RNasen [53] und Granzyme [54] Verwendung. Angiogenin, ein Vertreter der 
Ribonukleasen-Superfamilie, scheint ein viel versprechendes Effektorprotein für die 
Entwicklung von Immuntoxinen zu sein. Dieses 14 kDa große Protein weist eine 65%ige 
Sequenzhomologie zur RNaseA auf. Eine seiner natürlichen Funktionen ist die Induktion von 
Blutgefäßneubildungen. Darüber hinaus inhibiert es die Degranulation von 
polymorphkernigen Granulozyten [77]. Angiogenin ist in großen Mengen sowohl in 
extrazellulären Flüssigkeiten als auch in Plasma und Geweben vorhanden [78]. Daher sollte 
Angiogenin potentiell nicht immunogen sein. Die Zytotoxizität des Angiogenins beruht auf 
einer tRNA-spezifischen RNase-Aktivität [79], was in Versuchen mit Xenopus Ooczyten 
nachgewiesen wurde [80]. Während sich normale Angiogenin bindende Zellen über einen 
sogenannten Ribonukleaseinhibitor vor den toxischen Effekten schützen, verfügen 
Tumorzellen in der Regel nicht über diesen Mechanismus. 
Durch die Verwendung von Angiogen basierten Immuntoxinen ließen sich bereits bei anderen 
Tumorarten viel versprechende Erfolge erzielen [81, 82]. So wurden Angiogenin basierte 
Immuntoxinen u.a. erfolgreich gegen CD22 positive Tumorzellen [83, 84] und gegen CD30 
positive Lymphomzellen eingesetzt [4, 85]. 
1.4 Gezielte Optimierung der endosomalen Freisetzung von 
Immuntoxinen 
Neben der Humanisierung von Immuntoxinen zur Minimierung einer potentiellen 
Immunantwort wurden weitere Strategien zur Optimierung von Immuntoxinen entwickelt. So 
sind eine hohe Bindeaffinität und eine starke Internalisierung des Immuntoxins eine 
essentielle Vorraussetzung zur Entwicklung eines potenten Immuntoxins. Eine Verbesserung 
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dieser Eigenschaften kann durch die Erhöhung der Valenz des IT erreicht werden. Dies wird 
im allgemeinen durch die Generierung von Diabodies [26, 83, 86, 87], Minibodies [88, 89] 
oder durch die Kopplung zweier Single Chain Antikörper Fragmente mittels Linker [90, 91] 
realisiert. Des Weiteren spielt nach dem Internalisierungsvorgang die endosomale Freisetzung 
des Immuntoxins ins Zytoplasma eine entscheidende Rolle. Hier gehen die 
Optimierungsansätze unterschiedliche Wege. Zum einen werden endosomolytische 
Reagenzien wie Saponin oder Chloroquin eingesetzt, welche Membranen wie die der 
Endosomen permeabilisieren [86, 87]. Da diese Permeabilisierung allerdings ungerichtet 
geschieht, besteht hier die Gefahr, dass unerwartete Nebenwirkungen auftreten. Eine weitere 
vielversprechende Methode ist die Integration von Translokationselementen. Viele der häufig 
verwendeten hoch potenten Toxine, wie Pseudomonas Exotoxin A, Diphteria Toxin oder 
Ricin, beinhalten neben einer katalytischen Domäne eine Translokations-Domäne, welche den 
Transfer der katalytischen Domäne aus dem Endosomen in das Zytosol der Zelle 
bewerkstelligt und somit eine Erhöhung der Toxizität bewirkt. Wie zuvor beschrieben, ist die 
Verwendung dieser Toxine jedoch mit der Gefahr einer Immunreaktion [46, 47] verbunden, 
die durch die Verwendung humaner Effektorproteine verhindert werden könnte [85]. Diese 
verfügen allerdings über keine eigene Translokationsdomäne [92]. Ihre Toxizität ist in der 
Regel dadurch denen der nicht-humanen über die Evolution optimierten Toxine unterlegen. 
Um dieser potentiellen Limitierung entgegen zu wirken, wurde die Inkorporation bakterieller 
Translokationsdomänen in verschiedenen IT untersucht [54, 93-95]. Hierdurch konnte eine 
verbesserte Wirksamkeit über eine verstärkte endosomale Freisetzung der Immuntoxine 
erzielt werden. Die Integration eines multifunktionalen synthetischen Adapters in ein Saporin 
basiertes Immuntoxin führte zu weiteren viel versprechenden Ergebnisse in Bezug auf das 
Dosis-Wirkung Verhältnis [86]. Jedoch bleibt hier die Problematik des nicht-humanen Toxins 
und damit einer potentiellen Immunogenität bestehen. Trozdem wies dieser Adapter die 
Eigenschaften einer natürlichen Translokationsdomäne auf, was ihn für weitere intensivere 
Untersuchungen qualifizierte. Der Adapter ist aufgebaut aus einem Membran-Transfer-Peptid, 
flankiert von einem endosomal spaltbaren und einem zytosolisch spaltbaren Peptid [96, 97]. 
Die endosomal spaltbare Sequenz beinhaltet hierbei zwei jeweils aus Pseudomonas Exotoxin 
A und Diphteria Toxin entstammende Furin-Schnittstellen. Die zytosolisch spaltbare Sequenz 
ist aus zwei Schnittstellen für Caspase-1 (YVHD) und Caspase-3 (DEVD) sowie einer 
Erkennungssequenz für zytosolische Proteasen aus Hefen [98] aufgebaut. Das Membran-
Transfer-Peptid ist hergeleitet aus der PreS2-Domäne des Oberflächenantigens des Hepatitis 
B Virus [99], das in einem energieunabhängigen Schritt Membranen transloziert. Nach der 
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Internalisierung des so entstandenen optimierten Immuntoxins wird in den Endosomen das 
endosomal spaltbare Peptid durch Furin oder furinähnliche Proteasen geschnitten [100]. Das 
hierbei freigelegte Membran-Transfer-Peptid kann nun an die Membran des Endosoms binden 
und die toxische Komponente in das Zytosol der Zielzelle überführen. Hier wird jetzt das 
zytosolisch spaltbare Peptid durch Caspase-1 und -3 gespalten, so dass die toxische 
Komponente frei im Zytosol vorliegt und dort seine Wirkung entfalten kann (Abbildung 1). 
 
Abbildung 1: Mechanismus der Adapter-vermittelten Immuntoxinaufnahme.  
(1) Bindung des Immuntoxins an das Zielantigen gefolgt von einer Rezeptor-vermittelten Endozytose. (2) 
Innerhalb der Endosomen erfolgt die Spaltung des endosomal spaltbaren Peptids. (3) Durch das nun frei 
liegende Membran-Transfer-Peptid erfolgt die Überführung der zytotoxischen Komponente in das Zytosol 
(4) Im Zytosol wird das zytosolisch spaltbare Peptid geschnitten, sodass das zytotoxische Element frei 
vorliegt.  
 
Untersuchungen dieses spaltbaren Adapters zeigten allerdings, dass dessen Stabilität im 
Serum relativ gering ist. Daher wurde diese Form des Adapters in bisherigen Untersuchungen 
haupsächlich zur Detoxifizierung von Immuntoxinen verwendet, um eventuelle unspezifische 
Nebenwirkungen zu reduzieren [96].  
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1.5 Zielsetzung 
In den letzten Jahren ist die Entwicklung und das rationale Design von Immuntoxinen zur 
Behandlung von malignen Erkrankungen stark vorangeschritten. AML zählt unter anderem zu 
diesen malignen Erkrankungen. Zellen des AML-Typs M4 und M5 zeichnen sich durch eine 
extrem hohe Expressionsrate des FcγRI (CD64) Rezeptors aus. Da CD64 weder auf 
pluripotenten Stammzellen noch auf hämatopoetischen Vorläuferzellen expremiert wird, 
scheint dieser Rezeptor ein viel versprechendes Ziel-Antigen zur Generierung spezifischer 
Immuntoxine zu sein. Trotz erster positiver Daten sind bei einer klinischen Anwendung von 
xenogenen Immuntoxinen Immunreaktionen zu erwarten. Die Entwicklung von humanisierten 
Immuntoxinen, die weder eine Immunantwort auslösen, noch unspezifische Toxizität zeigen 
sollten, ist daher wünschenswert. Da humane Effektorproteine im Gegensatz zu den bisher in 
klinischen Studien meist verwendeten bakteriellen oder pflanzlichen Toxinen nicht über eine 
natürliche Translokationsdomäne verfügen, ist eine geringere toxische Wirkung dieser 
Immuntoxine zu erwarten.  
Im Verlaufe dieser Dissertation sollten zwei miteinander verknüpfte Aufgabenbereiche 
bearbeitet werden. Im ersten sollte evaluiert werden, inwieweit ein artifizieller funktionaler, 
spaltbarer Adapter, bestehend aus einem endosomal spaltbaren, einem Membran passierenden 
und einem zytosolisch spaltbaren Peptid, die Effektivität der natürlichen 
Translokationsdomäne des Pseudomonas Exotoxin A übernehmen kann. Zur Realisierung 
dieser Aufgabe sollten basierend auf dem Konstrukt h22(scFv)-ETA’ verschiedene 
Konstrukte ohne und mit einer synthetischen Translokationsdomäne (Adapter) kloniert 
werden. Nach Bestätigung der Funktionalität des Adapters im Vergleich  zum 
Referenzkonstrukt h22(scFv)-ETA’ sollte in einem weiteren Schritt ein humanisiertes anti-
CD64 Immuntoxin auf Basis des Angiogenin entwickelt, expremiert und umfassend 
charakterisiert werden. Dieses Immuntoxin sollte anschließend unter besonderer 
Berücksichtigung der endosomalen Freisetzung sowie der Stabilität im Serum für spätere in 
vivo Experimente optimiert werden. Das finale Ziel dieser Arbeit war es, ein optimiertes 
humanisiertes hoch potentes Immuntoxin zu entwickeln, welches eine spezifische Toxizität 
gegenüber CD64 positive Zellen aufzeigt. 
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Abbildung 2: Übersichtsschema zur Verdeutlichung des Aufbaus der vorliegenden Arbeit. 
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2 Materialien und Methoden 
2.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
2.1.1 Geräte 
Tabelle 3: Übersicht über die verwendeten Geräte. 
Gerät Bezeichnung / Hersteller 
Autoklav Varioklav H+P 75S (Thermo Electron Corporation, 
Oberschleißheim) 
Brutschrank InnOva 4430 (New Brunswick, New Jersey) 
Durchflusszytometer FACS Calibur (BECTON DICKINSON, Heidelberg) 
Eismaschine Icematic D201 (Castel Mac, Castelfranco Veneto, 
Italy) 
Elektrophorese Mini-PROTEAN 3Electrophoresis System“ & „Mini 
Trans-Blot Cell“ für Proteinarbeiten (Bio-Rad, CA, 
USA) Sub-Cell System für DNA-Arbeiten (Bio-Rad, 
CA, USA) Netzteil Power Pack Basic (Bio-Rad, CA, 
USA) 
ELISA-Reader ELx808 (BioTek, Bad Friedrichshall) 
Heizblock QBT (Grant, Berlin) 
Inkubatoren Function Line Typ UT12 (Heraeus, Hanau), CO2- 
Inkubator mit Heißluftsterilisation CB 210 (Binder, 
Tuttlingen) 
Laborabzüge mc6-Laborabzüge (Waldner, Wangen) 
Mikroskop Fluoreszenz-Mikroskop (Leica, Bensheim) 
MilliQ-Anlage Membra-Pure Reinstwasseranlage mit einer MemCap1 
mit 0,2 µm PES 
PCR-Thermocycler „Primus 96 Plus” (MWG-Biotech, Martinsried), MJ 
Research PTC200 Gradient Paltier Thermal Cycler (MJ)
pH-Meter Basic Meter PB-11 (Sartorius, Göttingen) 
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Photodokumentation „Gel Doc XR System“ (Bio-Rad, CA, USA), HP 
Scanner Scanjet 4890 (Hewlett Packard, Böblingen) 
Photometer Biophotometer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) 
Pipettierhilfen Transferpette -8/-12 electronic (Brand, Voerde-
Friedrichsfeld), CellMate II Pipettus (Matrix, über 
Szabo-Scandic, Wien), Multipette® plus (Eppendorf, 
Wesseling-Berzdorf), Pipetman Starter Kit (Gilson, WI, 
USA) 
Schüttel- und Mixgeräte Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, über Roth, 
Karlsruhe), Magnetrührer RCT basic (IKA, Staufen) 
Thermomixer „comfort” und „compact” (Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf), CMV Überkopfrotor, Intelli- Mixer RM 2L 
(LTF Labortechnik, Wasserburg) 
Sequenziermaschine „ABI Prism 3730“ Kapillar-Sequenzierer 
Sterilbänke Biowizard 2 MSC (Kojair, Berkshire, UK) mit dem 
Gasprofi 2 (WLD-TEC, Göttingen), Herasafe Typ HS-9 
(Heraeus, Hanau) 
Thermokonstanträume Krum-Schröder /Pfeiffer 
Ultraschall Sonoplus HD2070 (Bandelin, Berlin) 
Ultraschallsonde KE 72 (Bandelin, Berlin) 
Waagen Präzisions- und Analysewaagen der Reihe Talent: 
TE6101, TE64, TE31025, TE12000 (Sartorius, 
Göttingen) 
Waschzentrifuge Dade Serocent Waschzentrifuge (Dade, Liederbach) 
Wasserbad TW20 Wasserbäder (Julabo, Seelbach) 
Zellzähler Casy1 Cell Counter (Schärfe System, Reutlingen) 
Zentrifugen Eppendorf-Tischzentrifuge 5415D und 5415R 
(Eppendorf, Wesseling-Berzdorf), Multifuge 1S und 3S-
R (Heraeus, Hanau), neoLab Mikrozentrifuge, 
Mikrozentrifuge AL (Roth, Karlsruhe), Rotilabo- 
Zentrifuge mit Butterfly-Rotor (Roth, Karlsruhe); 
Beckman Avanti J-25I (Buckinghamshire) 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 4: Übersicht über die verwendeten Verbrauchsmaterialien. 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
Dialyseschlauch, Spectra/Por 
Membrane, MWCO: 6-8000 
Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez (USA) 
FACS-Röhrchen BECTON DICKINSON, Heidelberg 
HiTrap-Sephadex-Säulen Amersham, NJ (USA) 
Spritzenfilter steril, 0,45 µm 
& 0,22 µm 
Roth, Karlsruhe 
Nitrocellulose (NC) Western-
blot Transfer- Membran 
Whatman Schleicher & Schuell, über Labomedic, Bonn 
Ultraschallsonde Kegelspitze 530, KE 76, Bandelin, Berlin 
Whatman-Papier Whatman Schleicher & Schuell, über Labomedic, Bonn 
 
Alle weiteren Geräte und Verbrauchsmaterialien entsprachen dem üblichen Laborstandard 
2.2 Chemikalien 
Tabelle 5: Übersicht über die verwendeten Chemikalien. 
Chenikalie Hersteller 
„2-Log DNA Ladder“-Marker New England Biolabs, Frankfurt/Main 
β-Mercaptoethanol Invitrogen, Karlsruhe 
Agar-Agar Roth, Karlsruhe 
Agarose Invitrogen, Karlsruhe 
Ampicillin Sigma, München 
5-brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat 
(BCip) 
Roth, Karlsruhe 
Brilliant Blau R-250 Roth, Karlsruhe 
„Broad Range Prestained Protein”-Marker New England Biolabs, Frankfurt/Main 
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 
Rinderserum Albumin (BSA) Roth, Karlsruhe 
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2·2 H2O) Merck, Darmstadt 
Complete, Protease Inhibitor Tabs Roche, Mannheim 
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Dimethylformamid Roth, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Roth, Karlsruhe 
Essigsäure Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromidlösung (EtBr)  Roth, Karlsruhe 
Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom, Berlin 
Glycerol Roth, Karlsruhe 
Glycin Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe 
Imidazol Roth, Karlsruhe 
Isopropyl β-D-Thiogalactosidase (IPTG) Roth, Karlsruhe 
Kaliumacetat Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid (KCl) Roth, Karlsruhe 
Kaliumphosphat (K2HPO4) Roth, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Roth, Karlsruhe 
Kanamycin Sigma, München 
Mangan(II)-Chlorid-Tetrahydrat 
(MnCl2x4H2O) 
Roth, Karlsruhe 
Methanol Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid (NaCl2) Roth, Karlsruhe 
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 
(NaH2PO4) 
Roth, Karlsruhe 
Nitro-Tetrazolium Blau Chlorid (NBT) Roth, Karlsruhe 
Ni-NTA-Agarose QIAGEN, Hilden 
Orange G Sigma, München 
Penicillin/Streptomycin-Lösung Invitrogen, Karlsruhe 
Roti®-Block-Lösung Roth, Karlsruhe 
Rotiphorese® Gel 30 Roth, Karlsruhe 
RPMI 1640 Glutamax  Invitrogen, Karlsruhe 
Rubidiumchlorid (RbCl2) Roth, Karlsruhe 
SDS ultra pure Roth, Karlsruhe 
TEMED Roth, Karlsruhe 
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Trichloressigsäure Roth, Karlsruhe 
Tris Roth, Karlsruhe 
Trypton Pepton Roth, Karlsruhe 
Tween 20 Roth, Karlsruhe 
XTT (C22H16N7NaO13S2) Sigma, München 
Zeocin Invitrogen, Karlsruhe 
 
2.3 Medien und Puffer 
2.3.1 Medien 
LB-Medium/-Agar : 
1 % (w/v) Trypton Pepton  
1 % (w/v) NaCl2   
0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
1,5 % Agar (nur für Platten)  
 
Alle Bestandteile wurden in Millipore-Wasser gelöst, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und 
anschließend autoklaviert. 
 
TB-Medium: 
1,3% (w/v) Pepton 
0,8% (v/v) Glycerol 
2,7% (w/v) Hefeextrakt 
 
Alle Bestandteile wurden in Millipore-Wasser gelöst, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und 
anschließend autoklaviert. 
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RPMI-Medium 
RPMI-Medium 1640 
50 µg/ml Penicillin 
50 µg/ml Streptomycin 
2 mM L-Glutamin 
2.3.2 Puffer 
Alle Puffer wurden nach Standardprotokollen hergestellt und sind in den jeweiligen 
Methoden beschrieben. Sie wurden in bidest. H2O angesetzt und durch Autoklavieren (25 
min, 121°C und 1 bar) oder durch Filtration (0,2 µm Filter) sterilisiert. Der  pH-Wert wurde, 
falls nicht anders angegeben,  mittels 1 M HCl oder 1 M NaOH eingestellt. 
2.4 Biologisches Material 
2.4.1 Enzyme und Kits 
 
Alle Restriktionsenzyme sowie die Quick-T4-DNA-Ligase und die Phusion High Fidelity 
DNA-Polymerase wurden von der Firma New England Biolabs (Frankfurt/Main, 
Deutschland) verwendet. 
 
Für die molekularbiologischen Methoden wurden die in Tabelle 6 aufgeführten Kits benutzt. 
Tabelle 6: Übersicht über verwendeten Kits. 
Kit Hersteller 
QIAquick gel extraction Kit QIAGEN, Hilden 
QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN, Hilden 
Cell Proliferation Kit II (XTT) Roche, Mannheim 
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2.4.2 Antikörper und Antikörperkonjugate 
 
Tabelle 7: Übersicht über die verwendeten Antikörper.  
Antikörper-/konjugat Hersteller 
Goat-anti-mouse (GAM AP); Ziege-anti-Maus, 
Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt; polyklonaler 
Antikörper (AK) zur Detektion des Fc-Teils muriner IgGs
Sigma, München 
Goat-anti-mouse (GAM FITC); Ziege-anti-Maus Ig 
F(ab`)2 Fragment, Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) 
gekoppelt; polyklonaler AK zur Detektion des Fc-Teils 
von Maus IgG 
Sigma, München 
Mouse-anti-ETA (TC1); Maus-anti-ETA; monoklonaler 
Maus-Ak aus Zellkulturüberständen zur Detektion der 
katalytischen Domäne des Pseudomonas Exotoxin A 
(ETA`)  
[71] 
Mouse-anti-polyHistidin; Maus-anti-His, monoklonaler 
Maus-AK zur Detektion des C- bzw. N-terminalen 
Histidin-tags rekombinanter Proteine 
Sigma, München 
Penta-His ALEXA Fluor® 488 Conjugat; monoklonaler 
AK zur Detektion des His-Tags von rekombinanten 
Proteinen 
QIAGEN, Hilden 
Rabbit-anti-Angiogenin; Kaninchen-anti-Angiogenin, 
polyklonaler Kaninchen-Ak zur Detektion von humanen 
Angiogenin 
Invitrogen, Karlsruhe 
Goat-anti-rabbit (GAR AP) Ziege-anti-Kaninchen, 
Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt; polyklonaler 
Antikörper (AK) zur Detektion des Fc-Teils von 
Kaninchen IgGs 
Jackson Immuno Research, 
Baltimore, USA 
Mouse-anti-CD64; Maus-anti-CD64 Alexa Flour 647; 
monoklonaler Maus gegen humanen CD64 Rezeptor 
Biolegend, San Diego, USA
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2.4.3 Bakterienstämme und Zelllinien 
Tabelle 8: Übersicht über die verwendeten E.coli Bakterienstämme. 
Bakterienstamm Genotyp
E.coli XL1 Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB 
lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]. 
E.coli BL 21 
Rosetta (DE3) 
F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3) pRARE (CamR) 
 
 
 
Tabelle 9: Übersicht über die verwendeten Zelllinien. 
Zelllinie Oberflächenr
ezeptor
Wachstumseigenschaften Ursprung Referenz
L540 CD30 Suspensionszellen Hodgkin-
Lymphom 
DSMZ: ACC 72 
U937 CD64 Suspensionszellen Humanes 
histocytisches 
Lymphom 
DSMZ: ACC 5 
 
 
2.4.4 Plasmide 
Die im Rahmen dieses Projektes verwendeten Ausgangsvektoren sind im Folgenden, unter 
Angabe des zu exprimierenden Proteins, tabellarisch aufgelistet: 
 
Tabelle 10: Übersicht über verwendete oder generierte Plasmide. 
Vektor Immuntoxin Referenz/ 
Bezugsquelle 
pMT-h22(scFv)-ETA’ h22(scFv)-ETA’ [71] 
pMS-Ki4-AD(emc)-Ang II Ki4(scFv)-Angiogenin Stöcker/Fuchs 
pMS-h22(scFv)-mCherry II h22(scFv)-mCherry-Red Hetzel 
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2.4.5 Synthetische Oligonukleotide 
 
Tabelle 11: Übersicht über die verwendeten Oligonukleotide. 
Name Sequenz 
AD(mc)-NotI-forward 5´-ACA-GTT-GC-G-GCC-GCT-CCC-
TTA-TCG-TCA-ATC-TTC-TCG-C-3´ 
h6-backward 5´-TTA-AAC-TCA-ATG-ATG-A-TG-
ATG-ATG-ATG-3´ 
ETAm-XbaI-forward 5´-CGT-GGT-CCT-CCC-GGG-TCT-
AGA-CTC-GGC-GAC-GGC-GGC-GAC-
GTC-3 
pMT-BlpI-backward 5´-CAA-TCC-GGA-TAT-AGT-TCC-
TCC-TTT-CAG-CAA-AAA-ACC-CCT-
CAA-GAC-C-3 
pMT-his-forward 5´-ATG-GCC-ATG-GGC-CAT-CAT-
CAT-CAT-CAT-C-3 
AD(em)-XbaI-backward 5´-TAG-TCA-TCT-AGA-AGG-GTC-
CCC-AAT-GCG-CG-3 
 
2.5 Molekularbiologische Methoden 
2.5.1 DNA-Klonierungstechniken 
2.5.1.1 Minipräparation von Plasmid-DNA 
Zur Minipräparation von Plasmid-DNS wurden jeweils 4 ml transformierter E.coli in einer 
üN-Kultur bei 37°C unter Schütteln angezogen. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 225 
UpM unter Kanamycin-Selektionsdruck. 1,5ml der Bakteriensuspension wurden 
anschliessend in einer Tischzentrifuge bei 1100 U/min pelletiert und die Plasmid-DNS mittels 
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) gemäß Herstellerangaben isoliert [101].  
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2.5.1.2 Maxipräparation von Plasmid-DNA 
Zur Präparation größerer Mengen Plasmid-DNS wurde eine DNS-Maxipräparation mittels 
Qiagen Plasmid MAXI Kit entsprechend der Anleitung des Herstellers durchgeführt. Die 
Konzentration der eluierten Plasmid-DNS wurde schließlich mittels analytischer 
Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4) und mit Hilfe eines Photometers (2.5.1.6.1) bestimmt. 
2.5.1.3 Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 
Die Polymerase Ketten Reaktion (englisch Polymerase chain reaction, kurz PCR) ist eine der 
wichtigsten molekularbiologischen Standardmethoden und dient der Vervielfältigung und 
Modifikation von spezifischen DNS Fragmenten (Einfügung von Restriktionsschnittstellen, 
Mutationen der DNS) [102]. Nach einem Denaturierungsschritt, bei dem die doppelsträngige 
DNS in Einzelstränge geteilt wird, werden spezifische, zu den flankierenden Sequenzen der 
DNS-Matritze homologe Oligonukleotide (Primer) (2.4.5) eingesetzt. Diese binden bei einer 
Primer-abhängigen Temperatur, der Annealing-Temperatur, an die einzelsträngige DNS. In 
Gegenwart einer hitzestabilen Polymerase sowie den vier unterschiedlichen Desoxy-
Nukleotidtriphosphaten werden die Primer bei einer Temperatur von 72 °C (Elongations-
Temperatur) verlängert, so dass ein doppelsträngiger DNS-Strang entsteht. Durch eine 
Wiederholung der einzelnen Schritte kann eine exponentielle Vervielfältigung des 
gewünschten DNS Bereiches erreicht werden. 
 
Bei der während dieser Arbeit verwendeten Polymerase handelte es sich um die Phusion High 
Fidality DNA Polymerase (2.4.1), die eine zusätzliche 3´-5´-Exonuklease-Aktivität aufweist. 
Dies führt zu einem Korrekturlesen des amplifizierten DNS-Stranges (engl. „proofreading“), 
wodurch zufällige Basenaustausche während der Reaktion reduziert werden. 
Alle PCR-Reaktionen wurden im 40 µl Maßstab und in 200 µl Reaktionsgefäßen angesetzt. 
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Tabelle 12: Konzentrationen und Volumina der verwendeten PCR-Komponenten. 
Komponenten Endkonzentrationen/Volumen 
5x Phusion Buffer 1x 
dNTP-Mix 0,2mM 
5´-Primer 5 pmol 
3´-Primer 5 pmol 
DNS-Motive 10 ng 
Phusion-DNA-Polymerase 1 U 
Bidestilliertes steriles Wasser ad 40 µl 
 
Die DNS-Amplifikation wurde in einem Thermocycler durchgeführt, bei dem das in Tabelle 
13 aufgeführte Programm standardmäßig verwendet wurde. 
 
Tabelle 13: PCR-Reaktionsschema. 
Reaktionsschritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 95°C 5 min 1x 
Denaturierung 95°C 45 sec 
Primeranlagerung (Annealing) Tp 45 sec 
Primerverlängerung (Elongation) 72°C 1 min 
 
30x 
Finale Verlängerung 72°C 5 min 1x 
 
Die optimale Temperatur zur Primeranlagerung (Tp) berechnete sich aus der 
Schmelztemperatur des anzulagernden Primer-Bereiches (Tm), von welcher 5°C substrahiert 
wurden. 
Nach Abschluss der PCR-Reaktion wurde das erhaltene PCR-Produkt mittels 
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (2.5.1.4.1) und die Größe und Reinheit kontrolliert. Bei 
positivem Ergebnis konnte das DNS-Fragment, nun aus einem präparativen Agarosegel 
geschnitten, extrahiert (2.5.1.4.2) und für weitere Experimente eingesetzt werden. 
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2.5.1.4 Agarosegelelektrophorese 
 
TAE-Elektrophoresepuffer (1x):  
2 mM EDTA * 2 H2O 
40 mM Tris 
20 mM Essigsäure 
pH 7,5 
 
 
Orange- G Ladepuffer (6x): 
30% (w/v) Glycerol 
0,1% (w/v) Orange-G 
2.5.1.4.1 Analytische Agarosegelelektrophorese 
Die Analytische Agarosegelelektrophorese dient der Größen- und Konzentrationsbestimmung 
von PCR-Produkten (2.5.1.3), Plasmiden (2.4.4) oder Restriktionsfragmenten (2.5.1.5). Diese 
werden zunächst entsprechend ihrer Größe in einem 0,8 - 2%igem (w/v) Agarosegel bei einer 
Feldstärke von 4 – 5 V/cm in 0,1 µg/ml Ethidiumbromid-haltigen TAE-Puffer (nach 
Sambrook et al 1996) separiert und schließlich mit Hilfe eines UV-Transilluminator 
detektiert. Die Detektion erfolgt hierbei über das in der DNS interkallierte Ethidiumbromid 
bei einer Wellenlänge von 302 nm. Als Größen und Konzentrationsstandard diente 1 µg 2-log 
DNA Ladder von NEB. 
2.5.1.4.2 Präperative Agarosegelelektrophorese 
Die präperative Agarosegelelektrophorese [103] diente der Isolation von PCR-Produkten 
(2.5.1.3) und Restriktionsfragmenten (2.5.1.5). Nach der Auftrennung der DNS über ein 0,8 - 
2%iges (w/v) Agarosegel und Detektion mittels UV-Transilluminators wurde das gewünschte 
Fragment aus dem Agarosegel geschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Die 
DNS wurde nun mittels Qiaquick Gelextractionkit (Qiagen, Hilden) aus dem Gel extrahiert 
(2.5.1.6) und zur Konzentrationsbestimmung einer analytischen Agarosegelelektrophorese 
(2.5.1.4.1) unterzogen. 
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2.5.1.5 Restriktion von DNS 
Die Restriktion [104] von Plasmid-DNS (2.4.4) oder PCR-Fragmenten (2.5.1.3) erfolgte mit 
Enzymen der Firma New England Biolabs (NEB; Frankfurt/Main) im mitgelieferten 
Puffersystem. Hierbei wurden die vorgegebenen Inkubationszeiten sowie Temperaturen 
beachtet. Zum Verdau von 1 µg DNS wurden etwa 2 U Enzym eingesetzt. Bei Restriktionen 
mit zwei unterschiedlichen Enzymen wurde derjenige Puffer verwendet, der für beide 
Enzyme die beste Aktivität gewährleistete. 
2.5.1.6 DNS-Gelextraktion 
Die Extraktion von DNS (2.4.4 / 2.5.1.3) aus einem Agarosefragment nach einer präperativen 
Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4.2) erfolgte mittels Qiaquick Gelextractionkit (Qiagen, 
Hilden). Hierbei wurde sich streng an das Protokoll des Herstellers gehalten [105]. Nach der 
Elution der DNS konnte diese mit Hilfe eines Photometers (2.5.1.6.1) oder mittels 
analytischer Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4.1) hinsichtlich ihrer Konzentration bestimmt 
werden. 
2.5.1.6.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNS 
Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung von DNS (2.4.4 / 2.5.1.3) wurde diese 
1/10 verdünnt und schließlich das Verhältnis der Extinktion bei 260 nm und 280 nm im 
Photometer bestimmt. Die so erhaltene DNS-Konzentrationsangabe liefert jedoch nur 
Erkenntnisse über die Quantität, jedoch nicht über die Qualität der gemessenen DNS. Zur 
zusätzlichen Bestimmung der Reinheit musste eine analytische Gelelektrophorese (2.5.1.4.1) 
durchgeführt werden. 
2.5.1.6.2 Quantifizierung der Nukleinsäurekonzentration mittels DNS-
Standards 
Zur Quantifizierung der DNS-Konzentration (2.5.1.6.1) wurde eine analytische 
Gelelektrophorese (2.5.1.4.1) durchgeführt. Als Standard wurde ein 2-log DNS-Ladder von 
NEB verwendet. Anhand der unterschiedlichen DNS-Fragmente des Ladders konnte die 
Größe, anhand der Intensität der einzelnen Banden die Konzentration der aufgetragenen DNS-
Probe ermittelt werden. Weiterhin konnten bei dieser Methode auch DNS-Verunreinigungen 
oder Spaltprodukte detektiert werden. 
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2.5.1.7 DNS-Ligationsreaktion 
Zur Ligation zweier DNS-Fragmente (2.5.1.5) mit überhängenden komplementären Enden 
wurde die Quick T4 DNA Ligase (NEB) verwendet. Diese hat den Vorteil, dass eine Ligation 
der Fragmente innerhalb von 5 min stattfindet. Das Gesamtvolumen betrug 20 µl, wobei das 
vom Hersteller mitgelieferte Puffersystem Verwendung fand. Vor der Ligation war eine 
analytische Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4.1) durchgeführt worden, um ein molares 
Verhältnis beider Fragmente abschätzen zu können. Zur Ligation wurde schließlich, anders 
als vom Hersteller empfohlen, ein molares Verhältnis von 6:1 von Insert zu Plasmid 
eingesetzt, so dass das DNS-Volumen 10 µl betrug. Weiterhin wurden 10 µl 2x 
Ligationspuffer und 1U Quick T4 Ligase eingesetzt. Der Ligationsansatz sollte 5-10 min bei 
Raumtemperatur reagieren und wurde schließlich in kompetente E.coli XL1-blue transformiert 
(2.5.1.9). 
2.5.1.8 Herstellung RbCl-kompetenter E.coli 
Zur Herstellung kompetenter Zellen [106] fanden sowohl der Klonierungsstamm E.coli XL1-
blue als auch der Expressionsstamm E.coli BL21 Verwendung (2.4.3). Es wurde 100 ml TB-
Medium (2.3.1) mit einer E.coli üN-Kultur angeimpft und bei 37°C und 225 UpM inkubiert. 
Beim Erreichen einer optischen Dichte von 0,6 wurde die Kultur für 10 min auf Eis gelagert 
und schließlich bei 2000 g für 10 min pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das 
Pellet auf Eis umgehend in 30 ml TFB-I Puffer vorsichtig resuspendiert. Das gelöste Pellet 
konnte wiederum für 10 min auf Eis gelagert und erneut für 15 min bei 2000 g zentrifugiert 
werden. Der Überstand wurde verworfen und das Bakterienpellet vorsichtig in 4 ml TfB-II 
Puffer gelöst. Die Bakteriensuspension konnte nun in 1,5 ml Reaktionsgefäße a 200 µl 
aliquotiert, in flüssigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert werden. 
 
TfB-I Puffer:
100 mM RbCl 
    50 mM MnCl 
30 mM Kaliumacetat 
10 mM CaCl 
15% (v/v) Glycerin 
pH 5,6 
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TfB-II Puffer:
110 mM RbCl 
10 mM MOPS 
75 mM CaCl 
15% (v/v) Glycerin 
pH 6,8 
2.5.1.9 Transformation RbCl-kompetenter E.coli 
Zur Transformation mittels Hitzschock wurde jeweils ein Aliquot der zuvor hergestellten 
RbCl-kompetenten Bakterien (2.5.1.8) auf Eis aufgetaut. Zur Transformation mit einem 
Plasmid (2.4.4) wurden ca. 10 ng Plasmid-DNA, zur Transformation mit einem neu ligierten 
Konstrukt (2.5.1.7) der komplette Ligationsansatz zu den Bakterien pipetiert und 30 min auf 
Eis gelagert. Hierauf folgte für 90 sec ein Hitzeschock in einem 42°C warmen Wasserbad, 
worauf der Reaktionsansatz sofort wieder für 2 min auf Eis gestellt wurde. Zur Regeneration 
und zur Ausbildung einer Plasmid-abhängigen Antibiotikaresistenz erfolgte eine Verdünnung 
der Bakterien mit 800 µl TB-Medium (2.3.1), die anschließend für 45 min bei 37°C 
geschüttelt (225 UpM) wurde. Zur folgenden Selektion rekombinanter Klone wurde der 
Reaktionsansatz 1 min bei 6000 UpM pelletiert und auf eine Antibiotika-haltige LB-Agar-
Platte ausplattiert. Die Bebrütung der Platten erfolgte üN bei 37°C. Gewachsene Klone 
wurden mittels Restriktionsverdau (2.5.1.5) ihrer Plasmide kontrolliert und durch 
anschließende Sequenzierung (2.5.1.10) bestätigt. 
2.5.1.10 Sequenzierung 
Alle DNS-Konstrukte, die für weitere Versuche Verwendung fanden, sowie alle finalen 
Plasmide (2.4.4) wurden mittels DNS-Sequenzierung überprüft. Die Sequenzierung erfolgte 
nach der Didesoxy-Kettenabbruchmethode von Sanger et al. [107]. Sie beruht auf der 
zufälligen Integration von Fluoreszenz markierten 2´,3´-didesoxy-Nukleosidtriphosphaten 
und dem durch die fehlende 3´-OH Gruppe verursachten Kettenabruch während einer durch 
den Einsatz eines einzelnen Primers zustande kommenden linearen PCR (2.5.1.3). Die 
Auftrennung der Sequenzierungsprodukte erfolgte durch Kapillarelektrophorese und deren 
laservermittelte Detektion nach Messung der Fluoreszenz mittels einer CCD-Kamera 
(„charge-couple-device“). Die durch die Sequenzierung erhaltenen DNS-Sequenzen wurden 
über das Sequenzanalyseprogramm DNAStar (2.6.1) ausgewertet. 
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2.5.2 Proteinchemische und immunologische Methoden 
2.5.2.1 Prokaryotische periplasmatische Proteinexpression unter 
osmotischem Stressbedingungen 
Die periplasmatische Expression von Proteinen ist eine weit verbreitete Methode zum Erhalt 
von Proteinen in ihrer nativen Form. Dies ist z.B. im Zytoplasma durch sein reduzierendes 
Milieu nicht gewährleistet. Um eine höhere Stabilität sowie eine bessere Löslichkeit der zu 
expremierenden Proteine zu erreichen, können die Bakterien unter osmotischem Stress (4% 
(w/v) NaCl, 0,5 M Sorbitol) in Anwesenheit kompatibler Solute, wie Betain, angezogen 
werden [108]. Hierdurch wird u.a. die Bildung von Hitzeschockproteinen und Chaperonen in 
den Bakterien induziert. Diese wirken sich positiv auf das rekombinante Protein im 
periplasmatischen Raum bezüglich der Stabilität, Faltung und Funktionalität aus. Weiterhin 
verbessern die zugesetzten kompatiblen Solute die Faltung und Stabilität der Proteine. Diese 
niedermolekularen, organischen Verbindungen werden von den Bakterien über die Membran 
aufgenommen, um den osmotischen Gradienten auszugleichen. Hierbei interagieren sie auf 
noch unbekannte Art und Weise positiv mit dem expremierten Protein. 
Zur Expression mittels Stress wurde zunächst eine 50 ml üN Kultur von rekombinanten E.coli 
BL21 in TB-Medium (2.3.1) bei 28°C und 225 UpM angezogen. Am nächsten Tag konnte 
eine 250 ml Hauptkultur bestehend aus TB-Kan-Medium, 10:1 Kaliumphosphatpuffer und 0,5 
mM ZnCl2 mit 5 ml der üN-Kultur angeimpft und bis zu einer OD > 1,6 bei 28°C/225 UpM 
wachsen gelassen werden. Nach der Zugabe von 0,5 M Sorbitol, 4% (w/v) NaCl und 10 mM 
Glycinbetain inkubierte die Kultur für 30 min schüttelnd. Nun wurde die Expression mit 2 
mM IPTG induziert und für 16 h bei 26°C fortgesetzt. Schließlich wurden die Bakterien bei 
25000 g/10 min/4°C pelletiert und bei -20°C eingefroren. 
 
10x Kaliumphosphatpuffer: 
0,72 M K2HPO4
0,17 M KH2PO4
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2.5.3 Zellaufschluss mittels Ultraschall 
Zur Isolation des expremierten Proteins aus dem Periplasma der bei -20°C gelagerten 
Bakterien (2.5.2.1) wurden die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen (Sonde: KE 72 
(Bandelin, Berlin)). Alle Arbeiten erfolgten hierbei auf Eis, damit Proteaseaktivitäten 
vermieden werden konnte. Das Bakterienpellet wurde bei 4°C aufgetaut, im Aufschlusspuffer 
resuspendiert (2 ml/g Zellpellet) und das Periplasma mittels Ultraschall aufgeschlossen (4 x 1 
min/duty cycle:9 sec/70%). Das Bakterienlysat wurde pelletiert (25000 g/25 min/4°C) und der 
Protein beinhaltende Überstand zur anschließenden Proteinreinigung (2.5.4) bei 4°C gelagert. 
 
Aufschluß-Puffer: 
10 mM Imidazol 
300 mM NaCl 
1,5 mM KH2PO4
8,1 mM Na2HPO4*H2O 
2,7 mM KCl 
1 Tablette / 50 ml Puffer Complete EDTA free  
pH 8,0  
2.5.4 Immobilisierte-Metall-Affinitäts-Chromatographie (IMAC) 
Zur spezifischen Reinigung der exprimierten Fusionsproteine (2.5.2.1) wurde eine 
immobilisierte Metall Affinitäts Chromatographie (IMAC) im Säulenverfahren durchgeführt 
[109]. Hierbei bindet das Fusionsprotein auf Grund seiner terminalen Oligo-Histidin-Reste 
(„His-Tag“) [110] an die in einer Säule befindliche Ni2+-NTA-Agarose. Das Prinzip beruht 
hierbei auf der Chelatbildung des His-Tags mit divalenten Kationen wie Cu2+, Zn2+ oder Ni2+. 
Während das Zielprotein auf Grund seiner Histidin-reichen Sequenz an die Säulenmatrix 
bindet, wandern Fremdproteine ungehindert durch die Matrix und werden als Durchfluss 
verworfen. Zur Elution des gebundenen Zielproteins wird das Histidinanalogon Imidazol 
verwendet. Dieses verdrängt das Protein durch Kompetition. Zur Entfernung von eventuell 
gebundenem Fremdprotein werden zuvor weitere Waschschritte mit geringen 
Imidazolkonzentrationen durchgeführt. 
Zur gezielten Reinigung der Immuntoxine aus der periplasmatischen Fraktion diente eine 
Säule mit 1-3 ml Ni2+-NTA-Agarose (Qiagen Hilden). Diese wurde vor dem Auftrag der 
Probe mit 10 Säulenvolumen Waschpuffer-I äquilibriert. Die zuvor durch Zentrifugation 
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geklärte periplasmatische Fraktion wurde zweimal über die Ni2+-NTA-Matrix geladen, 
worauf diese mit 10 Säulenvolumen Waschpuffer-I gewaschen werden konnte. Um weiteres 
gebundenes Fremdprotein zu entfernen, wurde die Säule schließlich jeweils mit 5 
Säulenvolumen Waschpuffer-II, Waschpuffer-III und gegebenenfalls Waschpuffer-IV 
gewaschen. Abschließend wurde das gebundene Zielprotein mit 10 ml Elutionspuffer von der 
Ni2+-NTA-Matrix eluiert und in 2 ml Fraktionen aufgefangen. Diese konnten nun mittels 
SDS-Page (2.5.9) und Western-Blot (2.5.11) analysiert werden. 
 
Wasch-Puffer I - IV(Imidazolkonzentrationen variieren je nach Waschschritt): 
300 mM NaCl2  
1,5 mM KH2PO4
8,1 mM Na2HPO4*H2O 
2,7 mM KCl 
I → 10 mM Imidazol 
II → 20 mM Imidazol 
III → 40 mM Imidazol 
IV → 50 mM Imidazol 
pH 8,0 
 
Elutions-Puffer: 
300 mM NaCl2
1,5 mM KH2PO4
8,1 mM Na2HPO4*H2O 
2,7 mM KCl 
500 mM Imidazol  
pH 8,0 
2.5.5 Regeneration einer Ni2+-NTA-Matrix 
Zur Regeneration der Ni2+-NTA Matrix wurde diese zunächst mit 10 Säulenvolumen (SV) 0,1 
M EDTA gespült, um gebundene Ni2+ Ionen von der Säule zu waschen. Hierauf wurde diese 
mit 7 SV H20 und schließlich 10 SV 0,1 M NaOH gewaschen, um eventuelles weiterhin auf 
der Säule verbliebendes Protein zu denaturieren.  Nach einem weiteren Waschschritt mit 7 SV 
H20 konnte die Matrix mit 10 SV 0,1 M NiSO4 beladen werden. Ungebundene Ionen wurden 
hierauf mit Hilfe von 10 SV einer 300 mM NaCl2 Lösung von der Säule gespült. Schließlich 
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wurde die mit Ni2+-NTA beladene Säule in 20% (w/v) Ethanol bei 4°C bis zur weiteren 
Verwendung gelagert. 
2.5.6 Gelfiltration 
Zur weiteren Reinigung des Zielproteins erfolgte eine Gelfiltration („Size Exclusion 
Chromatographie“, SEC) [111]. Hierbei wird das Protein über eine Säule gegeben, die ein 
poröses Trägermaterial beinhaltet. Kleinere Proteine wandern durch die Poren dieses 
Materials und benötigen daher eine längere Zeit zum Durchlaufen der Säule, größere Proteine 
verbleiben dagegen in den Zwischenräumen der Partikel und wandern daher schneller. 
Hierdurch verlassen die Proteine der Größe nach geordnet die Säule und werden in 1 ml 
Fraktionen aufgefangen. Zur Separation der Immuntoxine wurde eine Superdex 200 HR 
10/30 Säule (Amersham Bioscience, USA) verwendet und die Auftrennung nach 
Herstellerangaben mit einer Flussrate von 0,5 ml/min durchgeführt. 
2.5.7 Proteinkonzentrierung und Umpufferung mittels Ultrafiltration 
Zur Umpufferung und gleichzeitigen Konzentrierung des gereinigten Zielproteins diente eine 
Ultrafiltrationskammer mit einem 30 kDa-Filter. Die Filterwahl von 30 kDa hat den Vorteil, 
dass Degradationsprodukte und eventuell vorhandene kleine Fremdproteine bei der Filtration 
verloren gehen. 
Vor der Einengung des Zielproteins wurde die Membran bei 3 bar mit 10 ml PBS unter 
Rühren äquilibriert. Nach Zugabe der Proteinlösung konnte die Kammer auf Eis gegeben und 
das Protein unter Rühren bis auf 2 ml eingeengt werden. Zur Umpufferung wurde zweimal 10 
ml PBS zugegeben und die Probe erneut auf 2 ml eingeengt. Das umgepufferte und 
eingeengte Protein wurde schließlich mit einer Pipette aus der Kammer entnommen und bei 
4°C für weitere Arbeiten gelagert. 
 
PBS-Puffer: 
0,137 M NaCl 
1,5 mM KH2PO4
8,1 mM Na2HPO4*H2O 
2,7 mM KCl 
pH 7,4 
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2.5.8 Dialyse proteinhaltiger Lösungen  
Zur Entsalzung und Umpufferung von Proteinproben (2.5.4) wurden diese dialysiert. Die 
Dialyse basiert auf dem Prinzip der Osmose. Hierbei findet ein diffusiver Stoffaustausch 
durch eine semipermeable Membran statt, bei der Salze und kleinere Proteine vom Ort 
höherer zum Ort niedrigerer Konzentration entsprechend dem Konzentrationsgefälle wandern. 
Für die Dialyse von etwa 2 - 6 ml Proben wurde ein 5 cm Dialyseschlauch (Spectrum 
Laboratories Inc., California) mit 10 kDa Porengröße verwendet. Nach der 30 minütigen 
Äquilibrierung des Schlauches im Zielpuffer PBS konnte in diesen die Proteinprobe gegeben 
und diese für 24 h unter kontinuierlichem Rühren bei 4°C in 5 L PBS dialysiert werden. 
Schließlich wurde die umgepufferte Probe dem Schlauch entnommen und zur weiteren 
Lagerung sterilfiltriert. 
2.5.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Überprüfung, Auftrennung und Detektion gereinigter rekombinanter Proteine (2.5.4) 
erfolgte mittels einer denaturierenden diskontinuierlichen SDS-PAA-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) [112]. Hierzu wurden die Proben 1:5 mit Protein-Ladepuffer versetzt, 4 min bei 
98°C erhitzt und auf ein zuvor angesetztes, aus Sammel- und Trenngel bestehendes Gel 
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in TGS-Puffer bei 150 V für eine Stunde unter 
Verwendung einer Bio-Rad Protean-II-Zelle nach Angaben des Herstellers. Durch das SDS 
werden die Proteine in einem konstanten Gewichts/Ladungsverhältnis negativ geladen. Zur 
Reduktion möglicher Disulfidbrücken wurde der Ladepuffer mit β-Mercaptoethanol versetzt. 
Als Größenstandard diente ein Proteinmarker (Broad Range Prestained Protein Marker). Nach 
Beendigung der SDS-PAGE wurde das Gel für eine Coomassie-Färbung (2.5.10) oder zur 
weiteren Analyse mittels Western-Blot (2.5.11) verwendet. 
 
Trenngel: T=4%, C=2,7%, pH 6,8 
2,1 ml bidest H2O 
3,75 ml Tris (1 M, pH 8,8) 
4 ml Acrylamid (30% (w/v)) 
100 µl SDS (10% (w/v)) 
10 µl TEMED 
30 µl APS (20% (w/v)) 
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Sammelgel: T=12%, C=2,7%, pH 8,8 
3,6 ml bidest H2O 
625 µl Tris (1 M, pH 6,8) 
830 µl Acrylamid (30% (w/v)) 
50 µl SDS (10% (w/v)) 
5 µl TEMED 
15 µl APS (20% (w/v)) 
 
5x Ladepuffer: 
62,5  mM Tris HCl 
30% (w/v) Glycerol 
4% (w/v) SDS 
10% (w/v) Mercaptoethanol 
0,05% (w/v) Bromphenolblau 
 
TGS-Puffer (1x):  
25  mM Tris-HCl 
192  mM Glycin 
0,1% (w/v) SDS 
2.5.10 Coomassie Färbung von SDS-Gelen 
Zur Detektion der aufgetrennten Proteine im SDS-Gel (2.5.9) wurden diese mit Coomassie 
Brilliant Blau R-250 angefärbt [113]. Hierbei bindet der Farbstoff unspezifisch an die 
basischen Seitenketten von Aminosäuren und führt so zu einer Färbung der Proteine. 
Um eine optimale Färbung der Proteine innerhalb des SDS-Gels zu gewährleisten, wurde 
dieses für eine Stunde bedeckt in der Coomassie Färbelösung unter leichter Schwenkung 
inkubiert. Zur Entfärbung des Gelmaterials wurde dieses üN in Destainer entfärbt. Die 
Proteine konnten nun als stark blau eingefärbte Banden detektiert werden. 
 
Entfärbelösung 
  50 ml Methanol (5% (w/v)) 
  75 ml Essigsäure (7,5% (w/v)) 
  875 ml H2O 
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2.5.11 Western-Blot Analyse 
Zum spezifischen Nachweis von elektrophoretisch aufgetrennter Proteinen (2.5.9) erfolgt eine 
Western-Blot Analyse. Hierbei werden die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran mittels 
„Electro-Tank-Blotting“ überführt und mit Hilfe von Antikörpern nachgewiesen [114]. 
Für den Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nitrozellulose Membran wurde eine mit 
Blotting-Puffer gefüllte „Mini-Protean II-Modul“-Blotkammer von Bio-Rad nach 
Herstellerangaben verwendet. Der Transfer erfolgte für 60 min bei 100V und 4°C. Hierauf 
wurde die Membran für 5 min in PBS(T) gewaschen und für eine Stunde bei Raumtemperatur 
mit Roti-Block (Roth, Karlsruhe) geblockt. Es folgte ein weiterer 5-minütiger Waschschritt in 
PBS(T), worauf zur Detektion des Zielproteins ein Protein-spezifischer Antikörper (1:5000 in 
20 ml PBS) eingesetzt wurde. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde die 
Antikörpersuspension entfernt und die Membran erneut in PBS(T) gewaschen. Nun folgte für 
30 Minuten die Detektion des ersten Antikörpers mit Hilfe eines spezifischen Alkalischen-
Phosphatase (AP) gekoppelten zweiten Antikörpers. Nach dem anschließenden Waschen für 5 
min mit PBS(T) und folgendem 2-minütigen Waschen mit AP-Puffer machte die 
Substratumsetzung von NBT/BCIP (1:100 in AP-Puffer) durch die Alkalische Phosphatase 
die Zielproteinbande sichtbar. Dieser Schritt wurde 10 min im Dunkeln vollzogen und die 
Reaktion durch ein gründliches Spülen in Wasser gestoppt. 
Die einzelnen Schritte sowie die verwendeten Antikörper sind in Tabelle 14 nochmals 
dargestellt. 
 
 
Tabelle 14: Parameter zur Detektion rekombinanter Proteine im Western-Blot  
Arbeitsschritt Durchführung 
Waschen PBS(T) 5 min 
Blockieren Roti-Block 1:5 in 20 ml Wasser 
Waschen PBS(T) 5 min 
Maus-anti-ETA (TC1) monoklonaler 
Maus-Ak 
Mouse-anti-polyHistidin (Maus-anti-penta-
His), monoklonaler Maus-AK 
 
 
Hybridisierung Ak I 
Rabbit anti-Angiogenin, polyklonaler 
Kaninchen-Ak 
Waschen PBS(T) 5 min 
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Goat-anti-mouse (GAM AP) Ziege-anti-
Maus, Alkalische Phosphatase (AP) 
gekoppelt: Polyklonaler Antikörper (AK) 
Goat-anti-mouse (GAM AP) Ziege-anti-
Maus, Alkalische Phosphatase (AP) 
gekoppelt: Polyklonaler Antikörper (AK) 
 
 
 
 
Hybridisierung Ak II 
Goat-anti-rabbit (GAR AP) Ziege-anti-
Kaninchen, Alkalische Phosphatase (AP) 
gekoppelt: Polyklonaler Antikörper (AK) 
Waschen PBS(T) 5 min 
Waschen AP-Puffer 2 min 
Substratreaktion NBT/BCIP 1:100 im Dunkeln in AP-Puffer
10 min im  
 
 
Blotting-Puffer: 
25 mM Tris-HCl,  
192 mM Glycin 
20% (w/v) Methanol 
0,05% (w/v) SDS 
bidest. H2O 
pH 8,3 
 
 
PBS(T): 
0,137 M NaCl 
2,7 mM KCl 
8,1 mM Na2HPO4 12 H2O 
1,5 mM KH2PO4
(0,05% (w/v) Tween20) 
pH 7,4 
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Alkalische Phosphatase Puffer (5X): 
500 mM Tris HCl 
500 mM NaCl 
25 mM MgCl 
pH 9,6 
NBT/BCIP: 
3,33% (w/v) NBT 
1,65% (w/v) BCIP Dimethylformamid 
2.5.12 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels AIDA-Software 
Zur exakten Ermittlung der Proteinkonzentration des Zielproteins wurde die Software AIDA  
(advaced image data analyzer v.4.1.14) zur Hilfe genommen. Diese Software ist in der Lage, 
die Bandenintensität, Breite und Höhe von Proteinen innerhalb eines SDS-Gels quantitativ zu 
bestimmen. In Verbindung mit einer definierten Eichgeraden gelingt es, die exakte 
Proteinmenge jeder Bande zu kalkulieren. Zur Erstellung der Eichgeraden diente BSA in 
verschiedenen Konzentrationen (1000 ng, 500 ng, 200 ng, 100 ng, 50 ng). Zusätzlich wurde 
das Zielprotein in einer definierten Menge sowie ein Größenmarker aufgetragen. Nach 
erfolgreicher SDS-PAGE (2.5.9) und Färbung mit Coomassie-Blau (2.5.10) wurde das SDS-
Gel eingescannt und die Konzentration des aufgetragenen Proteins per AIDA-Software 
ermittelt. Diese Art der Proteinbestimmung hat den Vorteil, dass nur die Konzentration der 
Zielproteinbande berechnet wird und nicht die Gesammtproteinkonzentration. 
2.5.13 Bestimmung der Gesammtproteinkonzentration mittels 
Bradford 
Die Bestimmung der Gesammtproteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Assay [115]. 
Hierzu wurde zunächst ein definierter BSA-Standard von 0,5 µg bis 10 µg als Dreifachansatz 
vorgelegt. Zusätzlich wurde das Zielprotein in einer definierten Menge als Dreifachansatz 
eingesetzt. Schließlich wurden sowohl die Eichreihe als auch die Proteinproben mit 200 µl 
Roti-Nanoquant (1:5 verdünnt in H20 demin.) eingefärbt. Hierbei korreliert die Stärke des 
Farbumschlages mit der Höhe die Proteinkonzentration von dunkelrot nach blau. Die 
Extinktion konnte nun in einem ELISA-Reader bei 630 nm gemessen und mit Hilfe der 
Software „KC-4, Kineticalc for Windows“  (BioTek, Bad Friedrichshall) ausgewertet werden. 
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2.5.14 Durchflußzytometrie 
Die Durchflußzytometrie kann sowohl rein analytisch als auch zur Zellsortierung (FACS = 
„fluorescent activated cell sorter“) genutzt werden [116]. Dies begründet sich darin, dass bei 
der Durchflußzytometrie sowohl die Beschaffenheit der Zellen, wie Größe und Granularität, 
als auch die Fluoreszenz der Zellen detektiert werden können. Die Zellen werden hierbei in 
einem kontinuierlichen Strom einzeln durch eine Kapillare geleitet, wobei sie einen Laser 
passieren, der die Zellen zur Fluoreszenz anregt. Diese Signale werden von einem Detektor 
erfasst, in ein elektronisches Signal umgesetzt und visualisiert. Gleichzeitig verändert die 
Größe und Granularität der Zellen die Vorwärts- und Seitwärtsstreuung des kohärenten 
Laserlichts, was zusätzlich erfasst wird. 
Während dieser Arbeit wurde die Durchflußzytometrie lediglich auf ihren analytischen Teil 
zur Überprüfung der Bindeaktivität der exprimierten und gereinigten Immuntoxine an die 
Oberflächenantigene ihrer Zielzellen beschränkt. Um die spezifische Bindung der 
Immuntoxine an den CD64 Rezeptor zu demonstrieren, wurden CD64 positive U937 
verwendet. Als Negativkontrolle dienten CD64 negative L540 Zellen. Pro Ansatz wurden 
5x105 Zellen eingesetzt, wobei die Zellzahl pro Milliliter mittels Zellzählgerätes „Casey 
Counter“ (Schärfesystem, Reutlingen) bestimmt werden konnte. Die Zellen wurden in einem 
Zellwaschgerät (Dade Serocent, Baxter) gewaschen (1x mit 1,8 ml PBS), sedimentiert und 
schließlich für 30 min mit dem entsprechenden Immuntoxin (1:5 in PBS verdünnt) inkubiert. 
Nach einem weiteren Waschschritt wurde nun ein Detektionsantikörper, ein 
ALEXAFluor488®-markierter anti-penta-his-Ak (2.4.2), auf die Probe gegeben und für 20 
min im Dunkeln inkubiert. Nun folgte ein finaler Waschschritt (2x mit 1,8 ml PBS) und die 
Resuspension der Zellen in PBS. Die Messung erfolgte am FACSCalibur (Becton Dickinson) 
nach Herstellerangaben, wobei als Referenzwert grundsätzlich Zellen ohne Behandlung und 
solche, die nur mit dem Detektions-AK inkubiert worden waren, gemessen wurden. Die 
Auswertung aller Daten erfolgte mit Hilfe der Computersoftware WinMDI 2.8 (Joseph 
Trotter).  
2.5.15 Zytotoxizitätsassay mittels XTT-Substratumsetzung 
Die zytotoxische Aktivität der Immuntoxine wurde anhand der überlebenden Zellen innerhalb 
einer Verdünnungsreihe und deren Fähigkeit, XTT (Sigma, München) zu einem 
wasserlöslichen orangefarbigen Farbstoff umzusetzen, bestimmt [117]. Hierzu wurden in eine 
96 Napfplatte 5x103 Zellen pro Napf mit einem Volumen von 100 µl eingesetzt. Anschließend 
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konnte das zu testende Immuntoxin als Dreifachansatz in die ersten Näpfe gegeben und eine 
1:5 Verdünnungsreihe angesetzt werden, so dass das Endvolumen pro Napf wieder bei 100 µl 
lag. Als Positivkontrolle wurde zusätzlich eine Verdünnungsreihe mit Zeocin angesetzt. Das 
verwendete Immuntoxin war vor dessen Einsatz in PBS umgepuffert (2.5.8), sterilfiltriert und 
dessen Konzentration bestimmt worden (2.5.12). Dieser Versuchsaufbau erfolgte jeweils mit 
mindestens einer CD64 positiven Zielzelllinie und einer CD64 negativen Kontrollzelllinie. 
Nach einer Inkubationszeit von 3 Tagen bei 37°C  und 5% CO2 wurden pro Napf 50 µl der 
XTT/Phenazin-Lösung (5 ml des „XTT labeling reagent“ pro 100 µl des „XTT electron 
coupling reagent“ ) zugegeben, sodass die Platten erneut für 4 h im Inkubator reagieren 
konnten. Hierauf ließ sich die Substratumsetzung bei einem Wellenlängenbereich von A492nm-
A690nm im ELISA-READER bestimmen und mit Hilfe der Computersoftware Graph Pad 
Prism (2.6.5) auswerten und graphisch darstellen. 
2.5.16 Apoptoseassay mittels Annexin A5 
Der Apoptoseassay mittels Annexin A5 belegt, ob eine toxische Komponente bei der 
entsprechenden Zielzelle Apoptose induziert. Dies ist ein wichtiges Kriterium bei der 
Auswahl von Immuntherapeutika, da ein nekrotisch wirkendes Therapeutikum 
Entzündungsprozessen im Körper eines Patienten verursacht. Der Assay basiert auf der 
Anfärbung des Membranphospholipids Phosphatidylserin (PS), das in einem frühen Stadium 
der Apoptose durch Membranumstülpung nach außen gerichtet wird. Für diesen Zweck 
wurde von unserer Arbeitsgruppe ein Annexin A5-eGFP Fusionsprotein entwickelt [118], das 
im eukaryotischen Zellsystem expremiert und in den Überstand sezerniert wird. Dieser 
Annexin A5-eGFP beinhaltende Überstand lässt sich ohne weitere Reinigungsschritte direkt 
auf die zu untersuchenden Zellen geben, wodurch die in Apoptose befindlichen Zellen durch 
grüne Fluoreszenz gekennzeichnet werden. Mit Hilfe der Durchflußzytometrie kann dies nun 
sichtbar gemacht werden. Eine zusätzliche Färbung mit Propidiumiodid (PI) ermöglicht eine 
weitere Unterscheidung zwischen lebenden und nekrotischen Zellen. 
Zu Beginn wurden 6x105 CD64 positive U937 Zellen mit 1 ml RPMI Medium und 1 µg 
Immuntoxin in eine 12 Napfplatte ausgesät und 19 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Hierauf 
konnten die Zellen in einem Zellwaschgerät (Dade Serocent, Baxter) gewaschen (1x mit 1,8 
ml PBS) und sedimentiert werden. Die Zellen wurden in 450 µl Annexin A5-eGFP 
beinhaltenden Überstand von HEK-293T Zellen und 50 µl 10x Annexin A5 Bindepuffer 
resuspendiert und für 10 min inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen 
in 500 µl Annexin A5 Bindepu•er aufgenommen und 5 ml einer 1 mg/mL Propidiumiodid 
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hinzugegeben. Die Zellen ließen sich nun mittels Durchflußzytometrie in früh- und 
spätapoptotische sowie in nekrotische Zellpopulationen differenzieren. 
 
10x Annexin A5 Bindepuffer 
  0,1 M Hepes 
  1,4 M NaCl 
  25 mM CaCl2
pH 7,4 
2.5.17 Serumsttabilitätsassay 
Um die Stabilität der verschiedenen Immuntoxine im humanen Serum zu kontrollieren, 
wurden diese für unterschiedliche Zeiträume im Serum inkubiert und anschließend auf ihre 
verbliebene Konzentration hin getestet [96]. Hierfür wurden jeweils 250 ng in 100 µl 1:2 in 
PBS verdünnten humanen Serum für 1, 3, 6 und 24 Stunden inkubiert. Die His-Tag 
beinhaltenden Proteine wurden mittels IMAC (2.5.4) aus den Ansätzen gereinigt und die 
Intensität des Immuntoxin im Western-Blot durch einen gegen Angiogenin gerichteten 
polyklonalen Kaninchen-Ak (2.4.2) detektiert. Die Bandenintensivität der einzelne Proben 
ließen sich abschließend mit Hilfe des AIDA Programmes (2.6.3) bestimmen und 
vergleichen. 
2.5.18 Splenozytenassay 
Um einen Nachweiß der spezifischen Toxizität von Angiogenin basierten Immuntoxinen auf 
primäre Zellen zu erbringen, wurden Spleenozyten aus transgenen CD64 positiven Mäusen 
isoliert und mit Immuntoxin inkubiert. Hierfür wurden die Milzen präpariert, die Milzzellen 
herausgesiebt und die Erythrozyten duch Zugabe von Lysispuffer lysiert. Hierauf ließen sich 
die übrigen Zellen auf Petri-Schalen aussäen und üN bei 37°C und 5% CO2 kultivieren.  
Die so isolierten Splenozyten, die T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen in großer Stückzahl 
beinhalten, wurden in RPMI gegeben und mit 1µg/ml Immuntoxin versetzt. Zur Kontrolle 
diente eine Probe mit PBS. Hierauf wurden die einzelnen Ansätze für 72h im Inkubator bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert. Schließlich ließ sich eine Veränderung der 
Makrophagenpopulation mit Hilfe der Durchflußzytometrie (2.5.14) bestimmen. Zur 
Differenzierung der Makrophagen gegenüber den restlichen Splenozyten wurden diese mit 
Hilfe eines Fluoreszenz markierten Antikörpers gegen den CD64 Rezeptor (anti-CD64 Alexa 
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Fluor 647; Biolegend, San Diego, USA) grün markiert (2.4.2). Nun konnte ein Vergleich der 
mit Immuntoxin inkubierten Makrophagenpopulation gegenüber der mit PBS inkubierten 
Kontrollpopulation erfolgen. 
 
Erythrozyten Lysis Puffer 
8,25 (w/v) NH4Cl 
1 (w/v) NaHCO_3 
1 ml/L EDTA (500mM) 
pH 8 
2.6 Computergestützte Methoden 
2.6.1 Sequenzanalyse 
Zur Analyse von Sequenzierdaten, zur theoretischen Klonierung, zur Erstellung von Primern 
sowie zur Ableitung von Proteinsequenzen wurde das Programm „DNA-Star“ (Version 4.04) 
verwendet. 
2.6.2 Digitale Bildbearbeitung 
Die Bearbeitung von elektronischen Bildmaterial erfolgte mit dem Programm „Adobe 
Photoshop CS2“ (Version 9.0). Hierbei wurden die Fotos nur im Gestammten optimiert, eine 
Veränderung einzelner Bildinformationen fand nicht statt. 
2.6.3 AIDA Konzentrationsbestimmung 
Zur Konzentrationsbestimmung einzelner Proteinbanden innerhalb eines SDS-Gels wurde das 
Programm AIDA  (advaced image data analyzer” (Version 4.1.14)) - wie bereits beschrieben 
(2.5.12) - verwendet. 
 46
Material und Methoden 
 
2.6.4 Durchführungs- und Auswertungsprogramm der 
Durchflusszytometrie 
Zur Bedienung des FACSCalibur bzw. zur Durchführung der Durchflußzytometrie (2.5.14) 
wurde das Programm CellQuest Version 3.3 (Becton Dickinson, Heidelberg) verwendet. Zur 
graphischen Auswertung der Daten wurde das Programm WinMDI 2.8 (© 1993-98 Joseph 
Trotter) verwendet. 
2.6.5 Graph Prism 
Die graphische Auswertung von Zytotoxizitätsassays (2.5.15) erfolgte nach der Bestimmung 
der Substratumsetzung mittels ELISA-READER durch das Programm Graph Pad Prism 
(GraphPad Software Inc., San Diego, Californien). 
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3 Ergebnisse 
Im Rahmen dieser Dissertation wurden ETA und Angiogenin basierte Immuntoxine zur 
Behandlung von CD64 assozierter AML entwickelt, optimiert und charakterisiert. AML–
Zellen bilden vermehrt den CD64 Rezeptor auf ihrer Oberfläche aus, der sich somit als viel 
versprechendes Bindungsziel für Immuntoxine ausweist. Hier ließen sich schon in ersten 
Mausversuchen mit dem Immuntoxin h22(scFv)-ETA´ erfolgreiche Untersuchungen 
verzeichnen. Ebenso konnte gezeigt werden, dass das anti-CD64 Immuntoxin h22(scFv)-
RicinA bei AML positiv einzugreifen vermochte. Ein Nachteil der meisten bisher 
entwickelten Immuntoxine ist deren potentielle Immunogenität. Dies ist auf die Verwendung 
bakterieller oder pflanzlicher Komponenten in diesen Immuntoxinen zurückzuführen. Um 
dieser Problematik zu begegnen, wurden nun vollständig humanisierte Immuntoxine 
entwickelt und miteinander verglichen. Humane Effektorproteine verfügen allerdings nicht - 
wie viele ihrer bakteriellen oder pflanzlichen Vorbilder - über eine Translokationsdomäne, die 
das Toxin in das Zytosol der Zielzelle überführt. Aus diesem Grund wurde dass neu 
entwickelte humane Immuntoxin mit Hilfe eines funktionalen Adapters hinsichtlich der 
endosomalen Feisetzung optimiert. Hierzu wurde im ersten Teil dieser Arbeit die 
Funktionalität dieses Adapters im direkten Vergleich zu der natürlichen 
Translokationsdomäne vom Pseudomonas Exotoxin A untersucht. Im zweiten Teil dieser 
Arbeit wurde dieser Adapter nun bei vergleichenden Untersuchungen in ein humanisiertes 
Konstrukt integriert. Zur weiteren Optimierung dieses Konstruktes hinsichtlich der Stabilität 
im humanen Serum wurde der Adapter zusätzlich modifiziert. Die so entwickelten Konstrukte 
wurden auf ihre Bindeeigenschaften, ihre spezifische Toxizität und ihre Stabilität hin 
eingehend charakterisiert. 
3.1 Klonierung und Restriktionsanalyse der unterschiedlichen anti-
CD64 Immuntoxine 
Zur periplasmatischen Expression der rekombinanten Fusionsproteine wurde das pMT-
Vektorsystem, ein Derivat des pET 26b Vektors (Merck, Darmstadt, Deutschland), 
verwendet. Der pMT Vektor besitzt neben einem Isopropyl B-D-1-Thiogalactopyranoside 
induzierbaren T7lac-Promotor, der die Synthese des rekombinanten Proteins kontrolliert, ein 
pelB-Signalpeptid. Dieses induziert die Sekretion des exprimierten Proteins in den 
periplasmatischen Raum der Bakterien. Zur Reinigung mittels Affinitäts-Chromatographie 
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und zur spezifischen Detektion des Proteins enthält der pMT-Vektor eine N-terminale 10fach  
Poly-Histedin-Sequenz (His-Tag). Auf diese folgt eine SfiI Klonierungsstelle. Da eine 
während der folgenden Klonierungsarbeiten häufig verwendete Schnittstelle für XbaI 
zusätzlich außerhalb des offenen Leserasters vorkommt, mussten einige Klonierungschritte im 
pMS-Vektorsystem stattfinden. Dieses System zur Expression von Proteinen in 
eukaryotischen Zellen besitzt nahezu identische Restriktionsschnittstellen wie das pMT-
System, so dass eine leichte Umklonierung ganzer DNS-Sequenzen von einem Vektorsystem 
in das andere gewährleistet ist. Zusätzlich besitzt es lediglich eine XbaI Schnittstelle innerhalb 
des offenen Leserasters. Nach der Klonierung der unterschiedlichen Konstrukte wurden diese 
per Sequenzanalyse (2.6.1) bestätigt. 
Alle Klonierungsschritte wurden in E.coli XL1-blue durchgeführt. Zur späteren Expression 
der neu entwickelten Konstrukte wurde der Expressionsstamm E.coli BL21 verwendet. 
3.1.1 Konstruktion von pMT-h22(scFv)-AD(emc)-ETAm 
Auf Basis der bereits im Labor verfügbaren Plasmide wurde ein modifiziertes gegen CD64 
gerichtetes h22 (scFv) IT mit der katalytischen Domäne des ETA kloniert. Im Gegensatz zu 
dem bereits beschriebenen h22(scFv)-ETA´ ([71]) wurde hier die natürliche 
Translokationsdomäne gegen den artifiziellen Volllängenadapter AD(emc) ausgetauscht [96]. 
Mit Hilfe der Primer ETAm-XbaI-forward und pMT-BlpI-backward (2.4.5) wurde die 
katalytische Domäne vom Pseudomonas Exotoxin A ohne Translokationsdomäne (ETAm; 
AS 396 – 613) aus dem Ausgangsplasmid pMT-h22(scFv)-ETA’ mittels PCR (2.5.1.3) 
amplifiziert. Hierbei wurde der katalytischen Domäne N-terminal über den ETAm-XbaI-
forward Primer eine XbaI Schnittstelle angefügt. Das so amplifizierte 850 bp PCR-Fragment 
wurde ebenso wie das Adapter beinhaltende Plasmid pMS-(scFv)425-AD(emc)-Ang mit den 
Enzymen XbaI und BlpI restringiert, wobei die Angiogenin-DNS herausgeschnitten wurde, 
und schließlich über eine Ligationsreaktion (2.5.1.7) zu pMS-Hai-AD(emc)-ETAm fusioniert. 
Nach der Verifizierung mittels Sequenzanalyse ließ sich das Plasmid pMS-(scFv)425-
AD(emc)-ETAm und das Plasmid pMT-h22(scFv)-ETA’ mit den Enzymen NotI und BlpI 
schneiden und der Restriktionsansatz mittels Agarose-Gelelekrophorese (2.5.1.4) auftrennen. 
Das AD(emc)-ETAm Fragment wurde nun C-terminal mit dem h22 (scFv) des pMT-Vektors 
fusioniert, so dass dieses zum Endkonstrukt pMT-h22(scFv)-AD(emc)-ETAm führte 
(Abbildung 3). Eine abschließende Kontrollrestriktion (2.5.1.5) mit XbaI (Abbildung 4), das 
nun zweifach im finalen Konstrukt schneiden sollte, und eine nachfolgende Sequenzanalyse 
(2.6.1) bestätigten die erfolgreiche Klonierung. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Klonierung des bakteriellen Expressionskonstruktes pMT-
h22(scFv)-AD(emc)-ETAm zur periplasmatischen Expression.  
Die Klonierung des Konstruktes pMT-h22(scFv)-AD(emc)-ETAm erfolgte nach vorangegangener PCR in 
zwei Schritten unter Verwendung des eukaryotischen pMS-Vektorsystems. T7-lac = IPTG induzierbarer 
T7lac-Promotor, pelB = Signalsequenz für die Sekretion des Proteins ins Periplasma, His10 = 
Polyhistidinsequenz, H22 = h22(scFv), ETA = Pseudomonas Exotoxin A, ETAm = Pseudomonas Exotoxin 
A mit deletierter Translokationsdomaine, Ig-κ leader = Signalsequenz für die Sekretion von Proteinen ins 
umgebene Medium, (scFv)425 = (scFv) 425 , E = endosomal spaltbares Peptid, M = Membrantransfer-
Peptid, C = zytosolisch spaltbares Peptid, ATG = Startcodon, Myc = Myc-Tag. 
 
 
Abbildung 4: Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4.1) zur Restriktionsanalyse (2.5.1.5) von pMT-h22(scFv)-
AD(emc)-ETAm.  
Nach der Restriktion (2.5.1.5) von 2 µl DNS des finalen Plasmides mit dem Enzym XbaI konnten die 
unterschiedlichen DNS-Fragmente im UV-Licht detektiert werden (M = DNA 2 log ladder, 1= Klon, 1%iges 
(w/v) Agarosegel, 110V, 35 min Laufzeit). 
 
3.1.2 Konstruktion von pMT-h22(scFv)-ETAm 
Für den weiteren Verlauf dieser Arbeit musste demonstriert werden, dass die natürliche 
Translokationsdomäne des ETA essentiell für die hohe Toxizität des Konstruktes ist und dass 
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somit ein ETA basiertes IT ohne diese Domäne eine erheblich geringere zytotoxische 
Wirkung aufweist. Hierzu wurde, basierend auf dem Ausgangskonstrukt h22(scFv)-ETA’, ein 
Konstrukt kloniert, bei welchem die natürliche Translokationsdomäne des ETA deletiert 
wurde. Dieses Konstrukt war außerdem notwendig, um eine mögliche Zytotoxizitätserhöhung 
durch die Inkorporation des Adapters zu evaluieren. Zu diesem Zweck wurde zunächst das 
zuvor konstruierte Plasmid pMT-h22(scFv)-AD(emc)-ETAm sowie das Plasmid pMS-
h22(scFv)-Ang II durch die Enzyme XbaI und BlpI restringiert. Die Restriktionsansätze 
konnten mittels Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4) aufgetrennt und die Fragmente aus dem 
Gel extrahiert werden (2.5.1.6). Nach einer Konzentrationsabschätzung wurde das ETAm 
Fragment anstelle des Angiogenins in den pMS-Vektor ligiert und dadurch C-terminal mit 
dem Single Chain Antikörper Fragment zu pMS-h22(scFv)-ETAm fusioniert. Nach 
Bestätigung des Konstruktes mittels Restriktionsanalyse und Sequenzanalyse wurde der 
Immuntoxin kodierende Bereich mit den Enzymen SfiI und NotI aus dem pMS-Plasmid 
geschnitten und in ein zur bakteriellen Expression bestimmtes pMT-Plasmid ligiert. Hierzu 
wurde das Plasmid pMT-h22(scFv)-AD(emc)-ETAm zuvor mit denselben Enzymen 
restringiert. Ein Kontrollverdau (2.5.1.5) mit den Enzymen NotI und BlpI verifizierte die 
Klonierung. 
 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der Klonierung des bakteriellen Expressionskonstruktes pMT-
h22(scFv)-ETAm zur periplasmatischen Expression.  
Die Klonierung des Endkonstruktes erfolgte in zwei Schritten unter Verwendung des eukaryotischen pMS-
Vektorsystems. T7-lac = IPTG induzierbarer T7lac-Promotor, pelB = Signalsequenz für die Sekretion des 
Proteins ins Periplasma, His10 = Polyhistidinsequenz, H22 = h22(scFv), ETAm = Pseudomonas Exotoxin A 
mit deletierter Translokationsdomaine, Ig-κ leader = Signalsequenz für die Sekretion von Proteinen ins 
umgebene Medium, E = endosomal spaltbares Peptid, M = Membrantransfer-Peptid, C = zytosolisch 
spaltbares Peptid, ATG = Startcodon, Myc = Myc-Tag. 
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Abbildung 6: Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4.1) zur Restriktionsanalyse (2.5.1.5) von pMT-h22(scFv)-
ETAm.  
Nach der Restriktion (2.5.1.5) von 2 µl DNS mit den Enzymen NotI und BlpI XbaI konnten unterschiedliche 
DNS-Fragmente im UV-Licht detektiert werden. (M = DNA 2 log ladder, 1 – 2 = Klone, 1%iges (w/v) 
Agarosegel, 110V, 35 min Laufzeit). 
3.1.3 Konstruktion von pMT-h22(scFv)-Ang 
Zur Generierung des vollständig humanisierten Immuntoxins h22(scFv)-Ang wurde auf das 
Angiogenin kodierende Konstrukt im pMS-(scFv)425-AD(emc)-Ang sowie auf das h22 
(scFv) beinhaltende Konstrukt im pMS-h22(scFv)-mCherry-II Plasmid zurückgegriffen. 
Analog zu den vorangegangenen Klonierungen verlief auch hier die Konstruktion über zwei 
Schritte. Zunächst wurden die Plasmide pMS-(scFv)425-AD(emc)-Ang und  pMS-h22(scFv)-
mCherry-II mit den Enzymen XbaI und BlpI restringiert und  über ein Agarosegel aufgetrennt 
(2.5.1.4.2). Das Angiogenin Fragment aus pMS-(scFv)425-AD(emc)-Ang konnte nun anstelle 
der mCherry-Sequenz in den pMS-h22(scFv)-XbaI/BlpI ligiert werden (2.5.1.7), so dass das 
Konstrukt pMS-h22(scFv)-Ang-II entstand. Die vollständige h22(scFv)-Ang Sequenz wurde 
nun verwendet, um die h22(scFv)-ETA´ Sequenz über eine SfiI / BlpI-vermittelte Klonierung 
im pMT-h22(scFv)-ETA Vektor zu ersetzen. Das finale Plasmid pMT-h22(scFv)-Ang konnte 
schliesslich über einen XbaI / BlpI - Kontrollverdau (2.5.1.5) und eine Sequenzanalyse (2.6.1) 
bestätigt werden (Abbildung 9). 
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Klonierung des bakteriellen Expressionskonstruktes pMT-
h22(scFv)-Ang zur periplasmatischen Expression.  
Die Klonierung des Endkonstruktes erfolgte unter Verwendung des eukaryotischen pMS-Vektorsystems. T7-
lac = IPTG induzierbarer T7lac-Promotor, pelB = Signalsequenz für die Sekretion des Proteins ins 
Periplasma, His10 = Polyhistidinsequenz, H22 = h22(scFv), ETA = Pseudomonas Exotoxin A, Ig-κ leader = 
Signalsequenz für die Sekretion von Proteinen ins umgebene Medium, (scFv)425 = 425 (scFv), E = 
endosomal spaltbares Peptid, M = Membrantransfer-Peptid, C = zytosolisch spaltbares Peptid, ATG = 
Startcodon, Myc = Myc-Tag, Cherry = mCherry-Red. 
 
 
 
Abbildung 8: Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4.1) zur Restriktionsanalyse (2.5.1.5) von pMT-h22(scFv)-
Ang.  
Nach der Restriktion (2.5.1.5) von 2 µl DNS mit den Enzymen XbaI und BlpI konnten unterschiedliche 
DNS-Fragmente im UV-Licht detektiert werden. (M = DNA 2 log ladder, 1 – 4 = Klone, 1%iges (w/v) 
Agarosegel, 110V, 35 min Laufzeit). 
3.1.4 Konstruktion von pMT-h22(scFv)-AD(emc)-Ang 
Um das durch den Adapter optimierte Konstrukt h22(scFv)-AD(emc)-Ang zu erhalten, 
wurden zunächst das Plasmid pMS-(scFv)425-AD(emc)-Ang, welches den Adapter und das 
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Angiogenin kodiert, sowie das h22 Single Chain Antikörper Fragment beinhaltende Plasmid 
pMT-h22(scFv)-ETA mit den Enzymen SfiI und NotI verdaut (2.5.1.5). Nach einer 
Auftrennung mittels Gelelektrophorese (2.5.1.4) sowie einer Gelextraktion (2.5.1.6) wurde 
das h22 (scFv) anstelle des (scFv)425 in das Plasmid insertiert. Das so erhaltene pMS-
h22(scFv)-AD(emc)-Ang Konstrukt konnte nun mit SfiI und BlpI geschnitten und der 
Immuntoxin kodierende Teil in einen für die bakterielle Expression vorgesehenen pMT-
Vektor ligiert werden. Das so erhaltene finale Plasmid pMT-h22(scFv)-AD(emc)-Ang ließ 
sich durch einen Konrollverdau (2.5.1.5) mit XbaI und BlpI sowie einer Sequenzanalyse 
(2.6.1) verifizieren. 
 
 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der Klonierung des bakteriellen Expressionskonstruktes pMT-
h22(scFv)-AD(emc)-Ang zur periplasmatischen Expression.  
Die Klonierung des Endkonstruktes erfolgte in zwei Schritten unter Verwendung des eukaryotischen pMS-
Vektorsystems. T7-lac = IPTG induzierbarer T7lac-Promotor, pelB = Signalsequenz für die Sekretion des 
Proteins ins Periplasma, His10 = Polyhistidinsequenz, H22 = h22(scFv), ETA = Pseudomonas Exotoxin A, 
ETAm = Pseudomonas Exotoxin A mit deletierter Translokationsdomaine, Ig-κ leader = Signalsequenz für 
die Sekretion von Proteinen ins umgebene Medium, (scFv)425 = (scFv) 425, E = endosomal spaltbares 
Peptid, M = Membrantransfer-Peptid, C = zytosolisch spaltbares Peptid, ATG = Startcodon, Myc = Myc-
Tag. 
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Abbildung 10: Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4.1) zur Restriktionsanalyse (2.5.1.5) von pMT-h22(scFv)-
AD(emc)-Ang.  
Nach der Restriktion (2.5.1.5) von 2 µl DNS mit den Enzymen XbaI und BlpI konnten unterschiedliche 
DNS-Fragmente im UV-Licht detektiert werden. (M = 100bp DNA ladder, 1 – 3 = Klone, 1%iges (w/v) 
Agarosegel, 110V, 35 min Laufzeit). 
3.1.5 Konstruktion von pMT- h22(scFv)-AD(mc)-Ang 
Da sich im Verlaufe dieser Arbeit eine unzureichende Serumstabilität des Adapter AD(emc) 
beinhaltenden Immuntoxins zeigte, wurde die endosomaler Schnittstelle des Adapters 
deletierter, so dass der Adapter AD(mc) generiert wurde. Dieser verkürzte Adapter wurde mit 
dem spezifischen Primer AD(mc)-NotI-forward und h6-backward (2.4.5) über eine PCR 
(2.5.1.3) aus dem Plasmid pMT-h22(scFv)-AD(emc)-Ang amplifiziert. Im Verlaufe dieser 
PCR wurde dem amplifizierten Fragment N-terminal eine NotI Schnittstelle angefügt. Über 
diese und der C-terminal befindlichen BlpI Schnittstelle konnte das PCR-Fragment nun in das 
Templat-Plasmid pMT-h22(scFv)-AD(emc)-Ang eingefügt werden, so dass das Zielplasmid 
pMT-h22(scFv)-AD(mc)-Ang kloniert wurde. Die Verifizierung erfolgte hierbei ebenfalls 
über eine Restriktionsanalyse (XbaI) (2.5.1.5) sowie Sequenzierung (2.6.1). 
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Klonierung des bakteriellen Expressionskonstruktes pMT-
h22(scFv)-AD(mc)-Ang zur periplasmatischen Expression.  
T7-lac = IPTG induzierbarer T7lac-Promotor, pelB = Signalsequenz für die Sekretion des Proteins ins 
Periplasma, His10 = Polyhistidinsequenz, H22 = h22(scFv), E = endosomal spaltbares Peptid, M = 
Membrantransfer-Peptid, C = zytosolisch spaltbares Peptid, ATG = Startcodon. 
 
 
 
Abbildung 12: Agarosegelelektrophorese (2.5.1.4.1) zur Restriktionsanalyse (2.5.1.5) von pMT-h22(scFv)-
AD(mc)-Ang.  
Nach der Restriktion (2.5.1.5) von 2 µl DNS mit dem Enzym XbaI konnten unterschiedliche DNS-Fragmente 
im UV-Licht detektiert werden (M = DNA 2 log ladder, 1 – 4 = Klone, 1%iges (w/v) Agarosegel, 110V, 35 
min Laufzeit). 
3.2 Proteinreinigung und Nachweis der ETAm basierten 
Immuntoxine 
Die periplasmatische Expression der zuvor klonierten ETAm basierten Konstrukte erfolgte in 
E.coli BL21 unter Stress in Anwesenheit kompatibler Solute (2.5.2.1). Die Stressbedingungen  
induzieren u.a. die Bildung von Hitzeschockproteinen und Chaperonen in den Bakterien, was 
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sich positiv auf die Stabilität, Faltung und Funktionalität der Immuntoxine im 
periplasmatischen Raum auswirkt. Nach dem Aufschluss der Bakterien (2.5.3) und der 
Proteinreinigung mittels IMAC (2.5.4) wurden jeweils 16 µl der subsequenten 2 ml 
Elutionsfraktionen, des Durchflusses und der Waschfraktionen mit 4 µl 4x Proteinladepuffer 
versetzt, aufgekocht und mittels SDS-PAGE (2.5.9) aufgetrennt.  
Zum spezifischen Nachweis der beiden Immuntoxine erfolgte ein Western-Blot (2.5.11), bei 
dem die Zielproteine mittels TC-1 AK detektiert wurden. Als zweiter AK diente ein AP-
makierter GAM-AK (Tabelle 7), wodurch bei der Substratumsetztung mit NBT/BCIP eine 
Färbung des Zielproteins zustande kam. 
 
 
Abbildung 13: SDS Page (2.5.10) und korrespondierender Western-Blot (2.5.11) von h22(scFv)-ETAm (59 
kDa) und h22(scFv)-AD(emc)-ETAm (61 kDa) nach IMAC (2.5.4).  
A) Die Proteine wurden in einem 12% Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (2.5.9) und mit 
Coomassie-Blue gefärbt (2.5.10). B) Nachweis im Western-Blot mit dem anti-ETA-moAK TC-1 und anti-
Maus-AP-AK (2.5.11). (M: Prestained Marker Broad Range, 1: Durchfluß, 2: 10mM Imidazol-
Waschfraktion, 3: 20mM Imidazol-Waschfraktion, 4: 40mM Imidazol-Waschfraktion, 5: 50mM Imidazol-
Waschfraktion, 6 – 14 Elutionsfraktionen). 
 
Sowohl die Expression von h22(scFv)-ETAm als auch die Expression von h22(scFv)-
AD(emc)-ETAm verlief erfolgreich. Auf dem SDS-Gel von h22(scFv)-ETAm ist von der 
ersten Elutionsfraktion durchgängig bis zur zehnten eine starke Proteinbande bei etwa 59 kDa 
detektierbar (Abbildung 13). Diese Bande korreliert mit dem theoretischen Molekulargewicht 
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von h22(scFv)-ETAm. Im Western-Blot konnte mit Hilfe des ETA´-spezifischen TC-1 AK 
ebenfalls der Nachweis für das Immuntoxin erbracht werden. Der Reinheitsgrad der 
Elutionsfraktionen nach der Reinigung mittels Ni2+-NTA ist bereits sehr hoch, so dass keine 
weiteren Reinigungsschritte nötig waren. Man erkennt deutlich, dass in den einzelnen 
Waschfraktionen unspezifisch gebundenes Protein vorhanden ist, das während des 
Waschvorganges von der Säule eluiert wurde. Ebenso ist im Western-Blot erkennbar, dass ein 
großer Teil des Zielproteins nicht an die Matrix gebunden hatte und weiterhin im Durchfluss 
vorlag. Kleinere Mengen Protein wurden außerdem bereits während der einzelnen 
Waschvorgänge von der Ni2+-NTA Säule gewaschen. 
Ähnlich verhält sich das Reinigungsmuster von h22(scFv)-AD(emc)-ETAm (Abbildung 13). 
Auch hier ist eine dominante Bande von der ersten Elutionsfraktion bis zur zehnten Fraktion 
mit fallender Intensität erkennbar. Die Höhe der Banden von 61 kDa korreliert mit der 
theoretisch kalkulierten Proteingröße. Mit Hilfe des TC-1 AKs konnte das Zielprotein 
ebenfalls im Western-Bot klar bestätigt werden (Abbildung 13). Der Reinheitsgrad des 
Zielproteins nach der IMAC lag auch hier extrem hoch, so dass ebenfalls keine weiteren 
Reinigungsschritte mehr nötig waren. Ebenso wie bei der vorherigen Reinigung ist auch hier 
erkennbar, dass ein Teil des Zielproteins während der unterschiedlichen Waschvorgänge von 
der Ni2+-NTA Matrix eluiert wurde. 
Für die weiteren Charakterisierungsschritte wurden von beiden Immuntoxinen die 
Elutionsfraktionen 2 und 3 vereinigt und üN in PBS dialysiert (2.5.8), so dass sie 
abschließend über einen 0,2 µm Sterilfilter filtriert und weiter analysiert werden konnten. 
3.3 Funktionale Analysen der ETAm basierten Immuntoxine 
3.3.1 Bindungsanalysen mittels Durchflusszytometrie 
Um die Bindeeigenschaften beider Immuntoxine zu demonstrieren, wurde die 
Durchflußzytometrie verwendet (2.5.14). Hierzu wurden sowohl CD64 positive U937 Zellen 
als auch CD64 negative L540 Zellen mit den Fusionsproteinen inkubiert und das gebundene 
Protein schließlich über einen Alexa-488-fluoreszierenden Antikörper nachgewiesen. An eine 
Zelle gebundenes Protein ist somit durch eine Verschiebung im Fluoreszenzkanal 1 (FL1-H) 
detektierbar. 
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Abbildung 14: Durchflußzytometrische (2.5.14) dokumentierte Zellbindungsaktivität von h22(scFv)-
ETAm.  
Zellen wurden entweder mit PBS (dunkelgrau ausgefüllte Kurve) oder mit dem Immuntoxin (2.5.6) 
(hellgraue Kurve) inkubiert. Immunfluoreszenz wurde nach Inkubation mit Alexa488 markiertem anti-penta-
his-Antkörper (AHA) gemessen. Als Kontrolle erfolgte eine Messung nur mit AHA (schwarze Kurve). A) 
CD64 positive U937 Zellen, B) CD64 negative L540 Zellen. 
 
Abbildung 15: Durchflußzytometrische (2.5.14) dokumentierte Zellbindungsaktivität von h22(scFv)-
AD(emc)-ETAm.  
Zellen wurden entweder mit PBS (dunkelgrau ausgefüllte Kurve) oder mit dem Immuntoxin (2.5.6) 
(hellgraue Kurve) inkubiert. Immunfluoreszenz wurde nach Inkubation mit fluoreszenzmarkierten anti-penta-
his-Antkörper (AHA) gemessen. Als Kontrolle erfolgte eine Messung nur mit AHA (schwarze Kurve). A) 
CD64 positive U937 Zellen, B) CD64 negative L540Zellen. 
  
Es war eine spezifische Bindung von h22(scFv)-ETAm und h22(scFv)-AD(emc)-ETAm an 
die CD64 positiven U937 Zellen detektierbar, hier ist eine Verschiebung der Zellpopulation in 
den grünen Bereich sichtbar (Abbildung 14A, Abbildung 15A). Es erfolgte keine Bindung an 
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CD64 negative L540 Zellen. Als Kontrolle wurden zusätzlich Zellen gemessen, die nur mit 
dem fluoreszenzmarkierten ALEXA Fluor488®-anti-penta-his-Antikörper (2.4.2) inkubiert 
worden waren. Hier zeigte sich lediglich eine extrem geringe Fluoreszenzverschiebung, was 
auf eine leichte unspezifische Bindung dieses Antikörpers hindeutet. 
3.3.2 Konzentrationsbestimmung der gereinigten Konstrukte 
Die Konzentrationsbestimmung beider Konstrukte erfolgte mittels Bradford (2.5.13). Auf 
Grund ihrer hohen Reinheitsgrade war eine weitere Bestimmung des Zielproteins in den 
Proben mittels optisch-densitometrischen Untersuchungen nicht nötig. Die ermittelte 
Ausbeute lag für h22(scFv)-ETAm und bei h22(scFv)-AD(emc)-ETAm bei 1 mg/L 
Bakterienkultur. Die Konzentration der final gereinigten und umgepufferten Proben betrug 30 
ng/µl. 
3.3.3 Viabilitätsassay 
Nachdem mittels Duchflußzytometrie (2.5.14) der Nachweis erbracht worden war, dass die 
Bindedomäne beider Immuntoxine funktional war, konnte nun die Toxizität mit Hilfe eines 
XTT-Proliferations Experimentes untersucht werden (2.5.15). Dies erfolgte durch Ansetzen 
einer 1:5 Verdünnungsreihe der ETA-basierten Immuntoxine in einer 96 Napfplatte. Pro Napf 
wurden 5x103 CD64 positive oder CD64 negative Zellen eingesetzt und bei 37°C und 4% 
CO2 in einer humiden Atmosphäre inkubiert.  
Nach 72stündiger Inkubation der Zellen wurde in jeden Napf der Platte 50 µl einer 
XTT/Phenazin-Lösung gegeben und diese für 4 h unter gleichen Bedingungen weiter 
inkubiert. Die Substratumsetzung wurde über die Extinktion von 480-605 nm in einem 
ELISA-Reader gemessen. Die weitere Auswertung der Daten wurde mit Hilfe des Programms 
Graph Pad Prism durchgeführt. Die Extinktion der Proben wird hierbei logarithmisch 
dargestellt (Abbildung 16).  
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Abbildung 16: Wachstumsinhibition von U937 und L540 Zellen nach der Inkubation mit 
unterschiedlichen Konzentrationen h22(scFv)-ETAm und h22(scFv)-AD(emc)-ETAm.  
Gemessen wurde die Viabilität CD64 positiver Zellen (U937) und CD64 negativer Zellen (L540) im 
Verhältnis zur eingesetzten Immuntoxinkonzentration (2.5.15). 
 
Anhand der Abbildung 16 ist klar erkennbar, dass sowohl das h22(scFv)-ETAm als auch das 
h22(scFv)-AD(emc)-ETAm Konstrukt eine toxische Wirkung gegenüber CD64 positive U937 
Zellen besitzt. Da gleichzeitig keinerlei Toxizität auf die CD64 negativen L540 Zellen 
detektierbar ist, kann hier von einer CD64-spezifischen Toxizität ausgegangen werden. 
Zusätzlich ist ersichtlich, dass das Immuntoxin h22(scFv)-AD(emc)-ETAm, in welches der 
funktionale Adapter integriert ist, eine deutlich höhere Zytotoxizität aufweist als das 
Immuntoxin h22(scFv)-ETAm, das keinen Adapter beinhaltet. Dieses hat somit eine weniger 
effiziente endosomale Freisetzung, was zu der hohen Toxizitätsdifferenz führt. Die mittlere 
inhibitorische Konzentration (IC50) von h22(scFv)-AD-ETAm ist mit 0,5 nM deutlich 
geringer als die von h22(scFv)-ETAm, welche etwa 10 nM beträgt. 
Die durch die Integration des Adapters erreichte Toxizität liegt mit einer IC50 von 0,5 nM auf 
einem vergleichbaren Niveau wie die von h22(scFv)-ETA. Anhand dieser Ergebnisse ist zu 
vermuten, dass der spaltbare funktionale Adapter die Aufgaben der natürlichen 
Translokationsdomäne von Pseudomonas Exotoxin A ersetzten bzw. übernehmen kann.  
Tabelle 15: IC50 der unterschiedlichen ETA basierten Immuntoxine auf CD64 positive U937 Zellen. 
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 IC50 (nmol/l) 
h22(scFv)-ETAm 10 ± 0,2 
h22(scFv)-AD(emc)-ETAm 0,5 ±0,03 
 
3.4 Proteinreinigung und Nachweis der Angiogenin basierten 
Immuntoxine 
Ebenso wie bei den ETA-basierten Immuntoxinen erfolgte auch die Expression der 
Angiogenin basierten Immuntoxine unter Stress in Anwesenheit kompatibler Solute (2.5.2.1). 
Nach dem Aufschluss der Bakterien (2.5.3) und der Proteinreinigung mittels IMAC (2.5.4) 
wurden 16 µl der unterschiedlichen Elutionsfraktionen, des Durchflusses sowie der 
Waschfraktionen aufgekocht und mittels SDS-PAGE (2.5.9) aufgetrennt. 
Sowohl die Expression der drei Fusionsproteine als auch die Reinigung verliefen erfolgreich. 
Die Zielproteinbanden (h22(scFv)-Ang 46 kDa, h22(scFv)-AD(emc)-Ang 50,6 kDa, 
h22(scFv)-AD(mc)-Ang 48,4 kDa) sind aufgrund ihrer Größe gut differenzierbar (Abbildung 
17). Dennoch ist deutlich erkennbar, dass die Ausbeute dieser Angiogenin basierten 
Konstrukte erheblich geringer ist als die der ETA basierten Konstrukte. Dies konnte in der 
folgenden Konzentrationsbestimmung bestätigt werden (3.5.2). Desweiteren ist bei allen drei 
Immuntoxinen ein identisches Bandenmuster von Fremdprotein detektierbar, welches im 
Western-Blot nicht nachgewiesen werden konnte. Die Problematik war bei verschiedenen 
durchgeführten Reinigungen ersichtlich und spiegelt nicht das Ergebnis eines einzelnen 
Versuchsablaufs wieder. 
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Abbildung 17: SDS PAGE (2.5.9) und korrespondierender Western-Blot (2.5.11) von h22(scFv)-Ang (46 
kDa), h22(scFv)-AD(emc)-Ang (50,6 kDa) und h22(scFv)-AD(mc)-Ang (48,4 kDa) nach IMAC (2.5.4).  
A) Proteine wurden in einem 12% Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (2.5.9) und mit 
Coomassie-Blue gefärbt (2.5.10). B) Nachweis im Western-Blot (2.5.11) mit einem Kaninchen-anti-
Angiogenin-poAK und einem AP-konjugierten anti-Kaninchen-AK. (M: Prestained Marker Broad Range, 1: 
Durchfluß, 2: 10mM Imidazol-Waschfraktion, 3: 20mM Imidazol-Waschfraktion, 4: 40mM Imidazol-
Waschfraktion, 5: 50mM Imidazol-Waschfraktion, 6 – 14 Elutionsfraktionen). 
 
Zur spezifischen Detektion von h22(scFv)-Ang, h22(scFv)-AD(emc)-Ang und h22(scFv)-
AD(mc)-Ang wurde ein Western-Blot (2.5.11) durchgeführt, bei dem die einzelnen 
Fusionsproteine mit Hilfe eines polyklonalen Kaninchen-anti-Angiogenin Antikörper 
markiert wurden. Als zweiter AK diente ein AP-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen 
Antikörper, um nach der Substratumsetztung mit NBT/BCIP das Zielproteins spezifisch 
anzufärben. 
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Durch die verwendeten Antikörper konnten alle drei Immuntoxine gezielt detektiert und 
diskriminiert werden. Trotz der geringen Größenunterschiede der einzelnen 
Immuntoxinvarianten von wenigen kDa sind diese sowohl im Coomassie gefärbten SDS-Gel 
als auch im Western-Blot deutlich zu unterscheiden. Geringere Mengen von Zielprotein sind 
ebenfalls im Durchfluss und in den einzelnen Waschfraktionen vorhanden. 
Um einen höheren Reinheitsgrad der Zielproteine zu erreichen wurde im folgenden eine Gel-
Chromatographie (2.5.6) durchgeführt. Hierbei ließen sich die Proteine größenspezifisch über 
eine Säulenmatrix trennen. Die Elutionsfraktionen der Zielproteine wurden vereinigt und 16 
µl mit 4 µl Ladepuffer versetzt auf jeweils ein SDS-Gel zur Coomassie-Färbung (2.5.10) und 
ein SDS-Gel zur Durchführung einer Western-Blot Analyse (2.5.11) geladen (Abbildung 18). 
 
 
Abbildung 18: SDS PAGE (2.5.9) und korrespondierender Western-Blot (2.5.11) der Angiogenin basierten 
Immuntoxine nach Gelfiltration (2.5.6).  
A) Proteine wurden in einem 12% Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (2.5.9) und mit 
Coomassie-Blue gefärbt (2.5.10). B) Nachweis der Konstrukte im Western-Blot (2.5.11) mit einem 
Kaninchen-anti-Angiogenin-poAK und einem AP-konjugierten anti-Kaninchen-AK. (M: Prestained Marker 
Broad Range, 1: h22(scFv)-Ang, 2: h22(scFv)-AD(emc)-Ang, 3: h22(scFv)-AD(mc)-Ang) 
 
Durch die Reinigung mittels Gel-Chromatographie konnte ein hoher Reinheitsgrad der 
einzelnen Immuntoxine erzielt werden. Lediglich bei den zwei Adapter beinhaltenden 
Konstrukten h22(scFv)-AD(emc)-Ang und h22(scFv)-AD(mc)-Ang war eine 
Kontaminationsbande von 32 kDa detektierbar. Diese konnte im Western-Blot durch den 
gegen das Angiogenin gerichteten Antikörper nicht erfasst werden. Es handelt sich hierbei 
sehr wahrscheinlich um das vom Immuntoxin abgespaltene h22 (scFv), das eine Größe von 
32 kDa hat. 
Zur weiteren Charakterisierung der Immuntoxine wurden die Proteinproben sterilfiltriert und 
bei 4°C gelagert. 
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3.5 Funktionale Analysen der Angiogenin basierten Immuntoxine 
3.5.1 Bindungsanalysen mittels Durchflusszytometrie 
Zur Analyse der Bindeeigenschaften diente das Verfahren der Durchflußzytometrie (2.5.14). 
Ebenso wie zuvor wurden sowohl CD64 positive U937 Zellen als auch CD64 negative L540 
Zellen mit den unterschiedlichen Fusionsproteinen inkubiert und die gebundenen 
Immuntoxine schließlich über einen fluoreszierenden Antikörper nachgewiesen. An eine Zelle 
gebundenes Protein sollte somit zu einer Fluoreszenzverschiebung im grünen Bereich führen, 
der im Fluoreszenzkanal 1 (FL1-H) detektierbar ist. 
 
 
Abbildung 19: Durchflußzytometrische dokumentierte Zellbindungsaktivität an CD64 positive U937 und 
CD64 negative L540 Zellen von A) h22(scFv)-Ang, B) h22(scFv)-AD(emc)-Ang und C) h22(scFv)-AD(mc)-
Ang.  
Die Immunfluoreszenz (2.5.14) wurde nach Inkubation mit fluoreszenzmarkierten anti-penta-his-Antikörper 
gemessen. Als Kontrolle (K) diente eine Messung mit dem fluoreszenzmarkierten anti-penta-his-Antikörper 
alleine. 
 
Die Histogramme (Abbildung 19) zeigen deutlich, dass alle Immuntoxine spezifisch an die 
U937 Zellen gebunden haben. Die Inkubation der Fusionsproteine mit der Negativzelllinie 
L540 resultierte in keiner detektierbaren Fluoreszenz.  
3.5.2 Konzentrationsbestimmung der gereinigten Konstrukte 
Die Bestimmung der Konzentration der Angiogenin basierten Immuntoxine erfolgte über eine 
Bradford Bestimmung (2.5.13) und einer optisch-densitrometrischen Bestimmung mit Hilfe 
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des AIDA Analyseprogramms (2.5.12). Im Durchschnitt konnte für alle Konstrukte eine 
Ausbeute von etwa 0,3 mg Protein pro Liter Bakterienkultur erzielt werden. Die 
Konzentration der final gereinigten und umgepufferten Proben betrug jeweils 10 ng/µl. Für 
alle folgenden Versuche wurden die Immuntoxine in vergleichbaren Konzentrationen 
eingesetzt. 
3.5.3 Viabilitätsassay 
Analog zu der Charakterisierung der ETA basierten Konstrukte wurde auch für die 
Angiogenin basierten Immuntoxine ein Proliferationsassay - basierend auf der Umsetzung 
von XTT - durchgeführt. Hierzu wurden alle drei Immuntoxine parallel in Dreifachansätzen 
hinsichtlich ihrer Toxizität gegenüber CD64 positiven U937 und CD64 negativen L540 
Zellen untersucht (Abbildung 20). 
 
Abbildung 20: Wachstumsinhibition von U937 und L540 Zellen nach der Inkubation mit 
unterschiedlichen Konzentrationen der Angiogenin basierten rekombinanten Proteinen.  
Gemessen wurde die Viabilität von CD64 positive Zellen (U937) und CD64 negative Zellen (L540) im 
Verhältnis zur eingesetzten Immuntoxinkonzentration (2.5.15).  
 
Das Adapter-freie Konstrukt h22(scFv)-Ang weist die geringste Toxizität aller drei 
Immuntoxine auf. Die IC50, die mittlere inhibitorische Konzentration dieses Konstruktes, liegt 
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bei etwa 0,2 nM. Die höchste Toxizität wurde durch die Inkorporation des Volllängen-
Adapters AD(emc) erreicht, der die zytotoxische Wirkung etwa um das 20-fache erhöhte, 
wodurch eine IC50 von 0,01 nM erzielt wurde. Die Integration des Adapters AD(mc) führte zu 
einer 10fachen Erhöhung der IC50 auf einen Wert von 0,03 nM.  
Keines der getesteten Konstrukte zeigte gegenüber CD64 negativen Zellen eine toxische 
Wirkung. 
Die einzelnen IC50 Werte der verschiedenen Angiogenin basierten IT gegenüber den 
getesteten U937 Zellen sind in Tabelle 16 zusammengefasst. 
 
Tabelle 16: IC50 der unterschiedlichen Angiogenin basierten Immuntoxine auf CD64 positiven U937 
Zellen. 
 IC50 (ng/ml) IC50 (nmol/l) 
h22(scFv)-Ang 9.2 ± 1.3 0.2 ± 0.03 
h22(scFv)-AD(emc)-Ang 0.5 ± 0.02 0.01 ± 0.0004 
h22(scFv)-AD(mc)-Ang 1.45 ± 0.09 0.03 ± 0.002 
 
3.5.4 Apoptoseassay 
Die Induktion von Apoptose in CD64 positiven Zellen durch die Angiogenin basierten 
Immuntoxine wurde mit Hilfe eines Annexin A5 Assays nachgewiesen (2.5.16). Der 
Nachweis der Apoptose basiert hierbei auf der Anfärbung des Membranphospholipids 
Phosphatidylserin (PS), das in einem frühen Stadium der Apoptose durch 
Membranumstülpung nach außen gerichtet wurde. Eine zusätzliche Färbung mit PI erlaubt 
eine weitere Unterscheidung in lebendige, früh apoptotische, spät apoptotische und 
nekrotische Zellen.  
CD64 positive U937 Zielzellen wurden für 19 h bei 37°C und 5% CO2 mit den 
entsprechenden Immuntoxinen inkubiert und schließlich mittels Durchflußzytometrie 
untersucht (2.5.16). Zur Detektion apoptotischer Zellen fand ein eukaryotisch expremiertes 
Annexin A5-eGFP Fusionsprotein Verwendung, welches für diesen Gebrauch in unserem 
Labor entwickelt worden ist [118]. Dieses wurde in HEK 293T Zellen exprimiert, die das 
Protein in den Überstand sezernierten. Dieser Überstand konnte ohne weitere 
Reinigungsschritte zur Detektion apoptotischer Zellen eingesetzt werden. Die Effektivität 
dieser Markierung erwieß sich hierbei ebenso gut wie die Markierung durch gekaufte Analoga 
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[118]. Spät apoptotische und nekrotische Zellen konnten zusätzlich mit Hilfe von PI detektiert 
werden. 
 
Abbildung 21: Darstellung der Apoptoseraten von U937 Zellen im Annexin-A5-Assay (2.5.16) nach 19 h 
Inkubation mit unterschiedlichen Immuntoxinen.  
Die Nummern in den Quadranten (viabele Zellen unten links, früh apoptotische Zellen unten rechts, spät 
apoptotische/nekrotische Zellen oben rechts, nekrotische Zellen oben links) repräsentieren die prozentualen 
Anteile von Zellen in Apoptose. A) unbehandelte Zellen; B) Zellen inkubiert mit h22(scFv)-Ang; C) Zellen 
inkubiert mit h22(scFv)-AD(emc)-Ang; D) Zellen behandelt mit h22(scFv)-AD(mc)-Ang. 
 
Während der Durchflußzytometrie markiert eine Verschiebung der Population in den grünen 
Bereich (FL1) früh-apoptotische Zellen, eine Verschiebung in den roten Bereich (FL3) 
markiert tote bzw. nekrotische Zellen. Eine Verschiebung sowohl in den grünen als auch in 
den roten Bereich zeigt spät-apoptotische Zellen. 
Die unbehandelten Zellen (Abbildung 21 A) zeigten nach 19 h fast vollständige Vitalität, 
wohingegen bei allen mit Immuntoxin behandelten Zellen signifikante apoptotische und 
nekrotische Signale detektiert werden konnten. 19% der mit h22(scFv)-Ang inkubierten 
Zellen zeigten Anzeichen früher, 11% Anzeichen später Apoptose (Abbildung 21 B). Im 
Gegensatz dazu zeigten 31% der mit h22(scFv)-AD(emc)-Ang inkubierten Zellen frühe 
Apoptose und 12% späte Apoptose (Abbildung 21 C). Die Zellpopulation, die mit h22(scFv)-
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AD(mc)-Ang behandelt worden waren, verhielt sich ähnlich. Hier befanden sich 29% in 
früher, 11,5% in später Apoptose (Abbildung 21 D). 
Zusammengefasst wird durch diesen Assay belegt, dass alle Angiogenin basierten 
Immuntoxine in der Lage sind, Apoptose zu induzieren, was eine wichtige Vorraussetzung für 
eine spätere therapeutische Anwendung beim Menschen ist. Die unterschiedliche Effizienz 
der Apoptoseinduzierung spiegelt auch das Ergebnis des Viabilitätsassay wieder (3.5.3). Das 
Konstrukt mit dem Volllängenadapter (AD(emc)) zeigt die höchste Toxizität, gefolgt von dem 
Konstrukt mit dem Adapter AD(mc) und schließlich dem Konstrukt ohne Adapter. 
3.5.5 Serumstabilitätsassay 
Im Hinblick auf eine spätere in vivo Applikation und auf den späteren potenziellen Einsatz der 
Immuntoxine beim Menschen ist die Serumstabilität der einzelnen Konstrukte von besonderer 
Bedeutung (2.5.17). Der Grund hierfür liegt darin, dass bei disseminierten 
Tumorerkrankungen wie AML das IT eine langen Zeitraum benötigt, um alle malignen Zellen 
im Körper des Menschen zu erreichen. Bei einer zu geringen Stabilität des IT wäre dieses 
nicht gewährleistet.  
Die verschiedenen IT wurden zur Untersuchung der Stabilität im humanen Serum für 
unterschiedlich lange Perioden in diesem inkubiert und schließlich auf möglichen Abbau hin 
überprüft. Dies erfolgte durch die Rückgewinnung des ungeschnittenen Proteins aus dem 
Serumgemisch mittels IMAC (2.5.4) und dessen Nachweis im Western-Blot (2.5.11). Der 
Vergleich der resultierenden IT-Bandenstärken erfolgte mit Hilfe des Computerprogrammes 
AIDA. 
 
 
Abbildung 22: Western-Blot Analyse (2.5.11) zur Bestimmung der Stabilität der einzelnen Immuntoxine 
im humanen Serum.  
250 ng jedes Immuntoxins wurden in 1:2 mit PBS verdünntem humanem Serum für bis zu 24 h inkubiert. 
100 µl Proben wurden per IMAC (2.5.4) gereinigt und im Western-Blot (2.5.11) mit Hilfe eines polyklonalen 
Kaninchen-anti-Angiogenin-AK detektiert. A) h22(scFv)-Ang; B) h22(scFv)-AD(emc)-Ang; C) h22(scFv)-
AD(mc)-Ang. 
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Anhand der durchgeführten Western-Blot Analyse ist deutlich erkennbar, dass sowohl das 
Konstrukt h22(scFv)-Ang (Abbildung 22 A) als auch das Konstrukt h22(scFv)-AD(mc)-Ang 
(Abbildung 22 C) eine hohe Stabilität im Serum aufweisen. Die Stabilität des Konstruktes mit 
dem Volllängenadapter h22(scFv)-AD(emc)-Ang dagegen war deutlich reduziert (Abbildung 
22 B). Das Konstrukt wurde bereits nach 1 h komplett abgebaut und war kaum noch 
detektierbar. Beim stabileren IT h22(scFv)-AD(mc)-Ang konnten nach 1 h noch 78% des 
eingesetzten Proteins detektiert werden, nach 24 h noch 50%. Das Konstrukt ohne Adapter, 
h22(scFv)-Ang, verzeichnete selbst nach 24 h keinerlei Proteinabbau.  
3.5.6 Splenozytenassay 
Zur Überprüfung, inwieweit die einzelnen Immuntoxine spezifisch an primäre CD64 positive 
Zellen binden und inwieweit CD64 negative Zellen von den Konstrukten beeinflusst werden, 
wurde ein Splenozytenassay durchgeführt. Nach der Isolation von Milzzellen (2.5.18) aus 
transgenen humanen CD64 positiven Mäusen wurden diese mit 1µg/ml Immuntoxin bei 37°C 
und 5% CO2 inkubiert. Als Negativkontrolle diente die Inkubation von Zellen mit PBS. Nach 
einer Inkubationsdauer von 72 h konnte per Durchflußzytometrie kontrolliert werden, 
welchen Einfluss die Immuntoxine auf die unterschiedlichen Zell-Population ausübten. 
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Abbildung 23: Toxizität (2.5.18) der unterschiedlichen Angiogenin basierten Immuntoxine (2.5.4) auf 
primären CD64 positive Makrophagen.  
Aus transgenen humanen CD64 positiven Mäusen gewonnene Splenozyten wurden für 72 h mit A) PBS, mit 
B) h22(scFv)-Ang, C) h22(scFv)-AD(emc)-Ang und D) h22(scFv)-AD(mc)-Ang inkubiert und mittels 
Durchflußzytometrie (2.5.14) analysiert.  
 
Die CD64 positiven Makrophagen wurden mit Hilfe eines Fluoreszenz markierten anti-CD64 
Antikörpers markiert, wodurch eine Diskriminierung der Makrophagenpopulation im 
Durchflußzytometer möglich war. Während bei der Kontrollprobe mit PBS die 
Makrophagenpopulation gut sichtbar und voll vorhanden war, wurde durch die Behandlung 
mit Immuntoxin fast die gesamte Makrophagenpopulation spezifisch eliminiert. Andere 
Zellpopulationen blieben weitestgehend unbeeinflusst (Abbildung 23). 
 
Tabelle 17: Makrophagenpopulation nach der Inkubation mit unterschiedlichen Immuntoxinvarianten. 
 Makrophagenzahl 
PBS (Kontrolle) 12,60 % 
h22(scFv)-Ang 3,64 % 
h22(scFv)-AD(emc)-Ang 2,90 % 
h22(scFv)-AD(mc)-Ang 2,92 % 
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4 Diskussion 
In dieser Arbeit wurden verschiedene anti-CD64 Immuntoxine entwickelt, charakterisiert und 
mit Hilfe funktionaler spaltbarer Adapter bezüglich der Zytotoxizität optimiert. Alle 
Immuntoxine basierten auf dem Single Chain Antikörper Fragment h22(scFv) [76], das 
spezifisch gegen den CD64 Oberflächenrezeptor gerichtet ist. Dieser wird auf AML Zellen 
des Types M4 und M5 sowie auf aktivierten Makrophagen im hohen Maße überexpremiert 
[71]. Das Single Chain Antikörper Fragment h22 (scFv) wurde direkt (3.1.3) oder über einen 
rekombinanten Adapter (3.1.4,3.1.5) an die toxischen Effektorproteine gekoppelt, die nach 
erfolgter Internalisierung ihre zytotoxische Aktivität entfalteten. Die Integration 
unterschiedlicher Adaptervarianten diente der applikationsabhängigen Optimierung der 
Zytotoxizität der Immuntoxine.  
Zunächst wurde untersucht, inwieweit ein rational designter rekombinanter Adapter AD(emc) 
[96], integriert in ein Immuntoxin, die Fähigkeiten einer natürlichen Translokationsdomäne 
übernehmen kann. Hierzu wurde bei dem ETA basierten Referenzkonstrukt h22(scFv)-ETA’ 
[71] die Translokationsdomäne des Exotoxins A deletiert und durch den molekularen 
Volllängenadapter ersetzt (3.1.1). Es zeigte sich, dass dieses neue Immuntoxin spezifisch an 
CD64 positive Zellen band und ein ebenso hohes zytotoxisches Potential besaß wie das 
Ursprungskonstrukt mit der originären ETA-Translokationsdomäne (3.3.3). 
Im weiteren Verlauf wurde auf dieser Basis das erste humanisierte Immuntoxin (hIT) gegen 
CD64 positive Zellen entwickelt. Hierzu wurde die human RNase Angiogenin [78] als 
Effektorprotein eingesetzt, welche direkt oder durch den Adaper AD(emc) bzw. AD(mc) an 
das Single Chain Antikörper Fragment h22 (scFv) gekoppelt ist. Es zeigte sich, dass alle drei 
Immuntoxine erfolgreich in E.coli exprimiert sowie aus dem Periplasma isoliert und mittels 
IMAC (3.4) gereinigt werden konnten. Alle Varianten wiesen eine spezifische Bindung 
gegenüber CD64 positiven Zellen auf, was mittels Durchflußzytometrie dokumentiert werden 
konnte (3.5.1). Des Weiteren zeigten alle eine spezifische Toxizität gegenüber CD64 
positiven Zelllinien (3.3.3) sowie primären Zellen (3.5.6). Die erzielte Toxizität des 
Immuntoxines h22(scFv)-Ang lag hierbei bei einer IC50 von 0,2 nM. Durch die Inkorporation 
des molekularen Adapters AD(emc), der ein Membrantransferpeptid - flankiert von einem 
endosomal und einem zytosolisch spaltbare Peptid - enthielt, konnte diese Zytotoxizität bis zu 
20-fach erhöht werden. Die Stabilität dieses IT im Serum war jedoch erheblich verringert 
(3.5.5). Durch Deletion des endosomal spaltbaren Peptids innerhalb des Adapters (AD(mc)) 
konnte eine signifikant erhöhte Serumstabilität wiederhergestellt (3.5.5), und das zytotoxische 
Potential des Immuntoxins weiterhin um das 10-fache gesteigert werden (3.5.3). 
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4.1 Evaluation Rekombinanter Immuntoxine 
4.1.1 Expression und Reinigung rekombinanter Immuntoxine 
Im Verlauf dieser Arbeit wurden sowohl Pseudomonas Exotoxin A basierte Immuntoxine als 
auch Angiogenin basierte Immuntoxine periplasmatisch in E.coli BL21 expremiert und 
mittels IMAC gereinigt (3.2, 3.4). Es zeigten sich hierbei signifikante Unterschiede bezüglich 
der Reinheit der Proteine und der erzielten Proteinausbeute. Bei der Reinigung der ETA 
basierten Konstrukte wurden hohe Proteinkonzentrationen von 1 mg/Liter Bakterienkultur mit 
einem hohen Reinheitsgrad erreicht. Dabei konnten lediglich in der ersten Elutionsfraktion 
geringere Kontaminations- bzw. Degradationsbanden detektiert werden, während alle 
weiteren Fraktionen das reine Zielprotein aufwiesen (Abbildung 13). Die Expression und 
Reinigung der Angiogenin basierten Konstrukte verlief dagegen durchgehend weniger 
effizient. So ließ sich im Durchschnitt eine Konzentration von 0,3 mg Protein/Liter 
Bakterienkultur erzielen. Des weiteren konnte bei allen Angiogenin basierten Konstrukten ein 
ähnliches Muster an Kontaminations- oder Degradationsbanden von 60 kDa, 32 kDa sowie 28 
kDa detektiert werden (Abbildung 17). Während es sich bei den 32 kDa Fragmenten um vom 
Immuntoxin abgespaltene H22 (scFv) Fragmente handeln dürfte [76], welche eine 
entsprechende Größe besitzen, sind die weiteren Fragmente weniger klar einzuordnen. Erst 
durch einen weiteren Reinigungsschritt mittels Gel-Chromatographie konnte ein 
zufriedenstellender höherer Reinheitsgrad erzielt werden. 
Die geringere Ausgangskonzentration des Zielproteins könnte ein Grund für die stärkeren 
Verunreinigungen nach der IMAC der Angiogenin basierten Konstrukte darstellen. Durch die 
Komplexierung weniger Zielproteine an die Ni2+-NTA Matrix könnte eine vermehrte Bindung 
von Fremdproteinen mit histidinreichen Bereichen erfolgen, die in den folgenden 
Reinigungsschritten nur unvollständig entfernt wurden.  
Ein wenig wahrscheinlicher Grund für die erheblichen Unterschiede der Proteinausbeuten 
zwischen ETA und Angiogenin basierten Immuntoxinen könnte der verwendete genetische 
Code beim Angiogenein sein. Pro- und Eukaryoten verwenden teils unterschiedliche 
Triplettsequenzen des degenerierten genetischen Codes. Die geringere Anzahl von 
eukaryotisch bevorzugten tRNSs kann unter Umständen zu verringerten Expressionsraten 
eukaryotischer Proteine führen.  Vergleichende Sequenzanalysen zeigten jedoch ein für 
Prokaryoten vorteilhaftes Triplettmuster, da der E. coli Stamm BL21 Rosetta (DE3) für die 
Expression der Immuntoxine verwendet wurde, der speziell für die Expression von 
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eukaryotischen Proteinen in E.coli optimiert ist. Dieser Stamm besitzt die selten in E.coli 
vorkommende t-RNS für AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA Codons auf einem 
zusätzlichen Plasmid, welche durch ihre nativen Promotoren reguliert werden.  
Vielmehr könnte die Ursache für die unterschiedlichen Proteinausbeuten in der 
Wirkungsweise der toxischen Komponenten liegen. Das Pseudomonas Exotoxin A stellt ein 
Toxin dar, das seine Zytotoxizität nur in eukaryotischen Zellen durch die ADP-ribosylierung 
des eukaryotischen Elongationsfaktors EF-2 entfaltet [44, 45]. Im prokaryotischen 
Expressionssystem ist es hingegen inert und es sind somit keine toxischen Effekte zu 
erwarten. Dagegen ist das Angiogenin in seiner Eigenschaft als RNase in der Lage, sowohl in 
Prokaryoten als auch in Eukaryoten seine toxische Wirkung zu entfalten [79]. Damit haben 
vermutlich die Expression der Angiogenin basierten Immuntoxine einen Vitalitäts-
schädigenden Einfluss auf die Bakterien. Eine hieraus resultierende geringere Proteinausbeute 
ist daher denkbar.  
Die Adapter selber scheinen keine Auswirkung auf die Expression der Proteine auszuüben; so 
sind die Ausbeuten der ETA oder Angiogenin basierten Konstrukte konstant hoch, 
unabhängig von der Integration eines Adapters. 
4.1.2 Charakterisierung des zytotoxischen Potentials 
Im Verlauf dieser Arbeit wurde auf Grundlage der ETA basierten anti-CD64 IT die humane 
RNase Angiogenin zur weiteren Humanisierung und Entwicklung rekombinanter 
Immuntoxine verwendet. Nach der Expression und Reinigung der einzelnen Konstrukte 
erfolgte deren Charakterisierung in Hinblick auf deren Spezifität, Toxizität und Stabilität. 
Hierbei zeigt sich, dass h22(scFv)-AD(emc)-ETAm ebenso wie das Referenz-Konstrukt 
h22(scFv)-ETA’ eine vergleichbar hohe Toxizität mit einer IC50 von etwa 0,5 nM (3.3.3) 
gegenüber CD64 positiven U937 Zellen aufwies [71]. Dieser Wert liegt im selben 
Konzentrationsbereich wie bei anderen in der Literatur beschriebenen ETA basierten 
Immuntoxinen [9, 52, 119, 120]. Die Zytotoxizität des ETA-Konstruktes ohne 
Translokationsdomäne und ohne Adapter (h22(scFv)-ETAm) dagegen war deutlich um 90% 
gesenkt (3.3.3). Da dies der einzige Unterschied zwischen den einzelnen Konstrukten ist, ist 
dies ein eindeutiger Beleg für die Funktionalität und Wichtigkeit der Translokationsdomäne.  
Ein erstaunliches Ergebnis ist das hohe zytotoxische Potential des humanisierten Konstrukts 
h22(scFv)-Ang (3.5.3.) Mit einer IC50 von 0,3 nM bzw. 9 ng/ml liegt es auf einem 
vergleichbaren toxischen Niveau wie das Immuntoxin h22(scFv)-ETA’ mit einer IC50 von 0,5 
nM bzw. 12 ng/ml und im Rahmen der Zytotoxizität anderer Angiogenin basierten 
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Immuntoxine. So konnte das Konstrukt Ang-CD30L mit einer IC50 von 8 ng/ml eine 
vergleichbar höhere Toxizität erzielen [85] als ein analoges ETA basierte Konstrukt CD30L-
ETA’ mit einer IC50 von 24 ng/ml [121]. Grundsätzlich bleibt festzuhalten, dass die 
zytotoxische Wirkung von Angiogenin basierten Immuntoxinen insgesammt ein weit 
gefächertes Spektrum zeigt. So wurde mit dem Konstrukt Ki4(scFv)-Ang eine IC50 von 25 
ng/ml gegenüber L540 Zellen erreicht, mit dem Konstrukt Ang-Ki4(scFv) eine IC50 von 35 
ng/ml [4]. Eine erheblich niedrigere Toxizität dagegen konnte mit dem Immuntoxin anti-
CD22(scFv)-Ang mit einer IC50 von 56 ng/ml erzielt werden [81]. Es ist jedoch bei einem 
Vergleich einzelner IC50 Werte unterschiedlicher Immuntoxine zu beachten, dass ein 
wesentlicher Einfluss der zytotoxischen Aktivität vom Binder und von dessen Zielantigen 
ausgeht. So beeinflussen die Art des Antigens, dessen Dichte auf der Zelloberfläche, die 
Internalisierungsrate wie auch die Affinität des Binders erheblich die spätere Toxizität. 
Immuntoxine gegen unterschiedliche Antigene aber mit gleichen toxischen Elementen können 
daher nur in beschränkten Maßen miteinander verglichen werden. Desweiteren bilden viele 
Zellarten einen Ribonukleaseinhibitor aus, ein 50 kDA Hufeisen-förmiges Protein, das sie vor 
den Einflüssen von Ribonukleasen wie Angiogenin schützen [122, 123]. Dieses im Zytosol 
lokalisierte Protein umschließt die RNase fast ganzlich, wordurch diese inaktiviert wird. 
Daher muß für jede Zelllinie erneut evaluiert werden, inwieweit eine Empfindlichkeit 
gegenüber dem Angiogenin als zytotoxische Komponente besteht. 
Von Rybeck et al. wurde beschrieben, dass der N-terminus des Angiogenins zur Entfaltung 
seiner katalytischen Aktivität frei sein muss [124]. Während dieser Arbeit sowie in den 
Arbeiten weiterer Arbeitsgruppen [4] konnte dies jedoch relativiert werden: Hier zeigte sich, 
dass trotz N-terminaler Fusion eine zytotoxische Wirkung des Angiogenins gewährleistet ist. 
Dennoch scheint eine N-terminale Freisetzung zu einer Steigerung der Toxizität zu führen. So 
konnte bereits durch die Inkorporation des Adapters AD(mc) die zytotoxische Wirkung des 
Angiogenin basierten Konstruktes um das 10-fache gesteigert werden. Diese 
Toxizitätssteigerung ist hierbei eher auf die Spaltung des zytosolisch spaltbaren Peptids und 
die damit verbundene N-terminale Freisetzung des Angiogenins zurückzuführen, da das 
Membran-Transfer-Peptid aufgrund fehlender Freisetzung inaktiv bleiben dürfte.  
Das Konstrukt h22(scFv)-AD(emc)-Ang wies das höchste zytotoxische Potential aller 
getesteten Immuntoxine auf. Die Toxizität wurde durch die Integration des spaltbaren 
Adapters gegenüber dem Konstrukt h22(scFv)-Ang 20-fach erhöht. Die doppelt so starke 
Toxizität im Vergleich zum Konstrukt h22(scFv)-AD(mc)-Ang ist offensichtlich auf die 
zusätzliche Spaltung des endosomal spaltbaren Peptids zurückzuführen. Hierdurch kommt es 
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zur Freisetzung des Membran-Transfer-Peptids, so dass der katalytisch aktive Teil ins Zytosol 
überführt werden kann. Die zytosolisch spaltbare Sequenz führt nun zur N-terminalen 
Freisetzung des Angiogenins. 
4.1.3 Apoptoseinduktion Angiogenin-basierter Immuntoxine 
Für den therapeutischen Einsatz von Immuntoxinen spielt der Mechanismus des induzierten 
Zelltodes eine wichtige Rolle. Bei einer Abtötung der Zielzellen durch Nekrose lysieren die 
Zellen unkontrolliert, wobei alle zellulären Bestandteile in die Umgebung freigesetzt werden. 
Dies führt schließlich zu starken Entzündungsprozessen. Wird bei den Zielzellen jedoch 
Apoptose induziert, so werden Membranmoleküle, speziell Phospatidylserin, auf der 
Zelloberfläche ausgebildet, die die Phagozytose der apoptotischen Zellen und deren 
Bestandteile ohne die Induktion von entzündlichen Reaktionen durch Makrophagen 
vermitteln [125, 126].  Annexin A5 bindet mit hoher Affinität an Phospatidylserin [127], so 
dass durch dieses in Fusion mit einem Fluoreszenzmarker spezifisch apoptotische Zellen 
detektiert werden können. Zu diesem Zweck wurde das eukaryotisch expremierte Konstrukt 
Annexin A5-eGFP entwickelt [118], das in Verbindung mit einer Propidium Iodid Färbung 
zur Diskriminierung apoptotischer und nekrotischer Zellen verwendet werden kann [128, 
129]. Hierbei zeigte sich, dass alle Angiogenin basierten Konstrukte den Zelltod durch die 
Induktion von Apoptose vermitteln (3.5.4). 
4.1.4 Spezifität der Angiogenin-basierten Immuntoxine 
Eine weitere Grundvoraussetzung für die therapeutische Anwendung von Immuntoxinen im 
Menschen ist die spezifische Bindung und Eliminierung der Zielzellen. Neben der Evaluation 
dieser Eigenschaften auf Zellkulturzellen geben Untersuchungen mit primären Zellen 
genauere und sicherere Ergebnisse in Hinblick auf folgende in vivo Experimente. Daher 
wurden Splenozyten aus der Milz von transgenen CD64 positiven Mäusen gewonnen und mit 
den Angiogenin basierten Immuntoxinen für 72 h inkubiert. Mit einem Anteil von etwa 20% 
bilden CD64 positive Makrophagen einen Großteil der Splenozyten. Die weiteren Zellen 
setzen sich aus B- und T-Zellen sowie Granulozyten zusammen. Bei der 
durchflußzytometrischen Analyse der inkubierten Zellen wurde untersucht, inwieweit die 
einzelnen Zellpopulationen durch die verschiedenen Immuntoxine beeinflusst wurden. So 
zeigte sich, dass jedes der getesteten Immuntoxine gezielt die CD64 positive 
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Makrophagenpopulation eliminierte, die anderen Zellpopulationen jedoch weitgehend 
unbeeinflusst ließ (3.5.6). 
Die spezifische Toxizität auf CD64 positive Zellen sowie die Induzierung des Zelltodes durch 
Apoptose sind viel versprechende Ergebnisse für zukünftig geplante in vivo Versuche in 
Mäusen. Hier sind aufgrund der generierten Daten positive Resultate zu erwarten. 
4.2 Optimierung der endosomalen Freisetzung von Immuntoxinen 
Die spezifische Toxizität rekombinanter Immuntoxine hängt sowohl von der Verfügbarkeit 
zielzellspezifischer Antigene, deren Internalisierungseffizienz und der endosomalen 
Freisetzung der zytotoxischen Komponente in das Zytosol ab.  
Ein hoch effizientes Immuntoxin, das auf dem Pseudomonas Exotoxin A basiert und gegen 
CD64 positiver AML Zellen gerichtet ist, wurde bereits erfolgreich in unserem Labor 
entwickelt [71]. Da die bakteriellen Komponenten dieses Immuntoxins zu einer Imunantwort 
im Menschen führen, ist eine Alternative in Form eines komplett humanen Immuntoxins 
erstrebenswert. Verschiedene humanisierte Immuntoxine wiesen schon ein beachtliches 
zytotoxisches Potential auf [4, 53, 85], jedoch fehlte ihnen meist eine Translokationsdomäne, 
die die effektive Freisetzung der toxischen Komponente in das Zytosol verstärken könnte 
[96]. Viele bakterielle oder pflanzliche Toxine besitzen eine solche Domäne, wodurch eine 
hohe Zytotoxizität erreicht wird. Um dieser potentiellen Limitierung entgegen zu wirken, 
wurde bereits erfolgreich die Inkorporation bakterieller Translokationsdomänen untersucht. 
Die Inserierung eines multifunktionalen synthetischen Adapters in ein Saporin basiertes 
Immuntoxin führte zu weiteren viel versprechenden Ergebnissen in Bezug auf das Dosis-
Wirkungs Verhältnis [86]. Jedoch war die Stabilität dieses synthetischen Adapters im 
humanen Serum signifikant reduziert, sodass es, wie auch in dieser Arbeit, zu einer 
kompletten Degradation des Konstruktes innerhalb der ersten Stunde kam [96]. Hier führte 
die partielle Entfernung von Furin sensitiven Motiven zu einer zweiten Adaptergeneration mit 
einer 3-fach erhöhten Serumstabilität. Erste in vivo Experimente zeigten hiermit bereits 
vielversprechende Ergebnisse [86]. Diese Experimente basierten auf einem soliden 
subkutanen Tumormodell sowie auf einer lokalen intratumoralen Applikation des 
Immuntoxins. Die intraperitoneale Applikation dagegen führte zu einer verminderten 
Behandlungseffizienz. Im Falle eines disseminierten Tumor Modells wären aus diesem Grund 
ebenfalls Nachteile aufgrund der immer noch signifikanten Seruminstabilität zu erwarten. 
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Zu Beginn  unserer Studien konnte demonstriert werden, dass der spaltbare Volllängenadapter 
in der Lage ist, die Eigenschaften einer natürlichen Translokationsdomäne, wie die des 
Pseudomonas Exotoxin A, zu ersetzten. Dies ist auf dem prinzipiell ähnlichen Aufbau von 
Translokationsdomäne und Adapter zurückzuführen (Abbildung 24). So beinhalten beide eine 
Furin-spaltbare Sequenz, gefolgt von einem Peptid mit Membran penetrierenden 
Eigenschaften [40-43, 96]. Der Adapter beinhaltet einen zusätzlichen zytosolisch spaltbaren 
Bereich, den das ETA’ nicht besitzt. Jedoch ist dieser Bereich nur von Relevanz, wenn der N-
terminus des verwendeten Effektorproteins zur kompletten Entfaltung seines zytotoxischen 
Potentials frei sein muss [124]. Da dies beim Exotoxin A nicht notwendig ist, war eine 
Toxizitätserhöhung durch die Inkorporation des Adapters gegenüber dem Ursprungskonstrukt 
h22(scFv)-ETA’ nicht zu erwarten. Der Toxizitätsverlust des Konstruktes h22(scFv)-ETAm, 
welches das partiell deletierte ETAm beinhaltet, zeigt, dass eine Translokation der 
katalytischen Domäne aus den Endosomen in das Zytosol der Zielzelle sich essentiell für ein 
hohes zytotoxisches Potential erweist. Der ungerichtete diffuse Übergang des Immuntoxins in 
das Zytosol reichte hierfür nicht aus. 
 
 
 
Abbildung 24: Vergleich der Tanslokationsdomäne von ETA und dem Adapter AD(emc) als Bestandteil 
eines Immuntoxins.  
Während beim Adapter AD(emc) die durch Furin spaltbare endosomal spaltbare Sequenz (E), das die 
Translokation vermittelnde Membrantransferpeptid (M) sowie das zytosolisch spaltbare Peptid (C) einzeln 
vorliegen, ist beim ETA die Furin spaltbare Sequenz in dessen Translokationsdomäne integriert (E+T). Bei 
beiden Konstrukten erfolgt der Membrantransfer der zytotoxischen Domäne durch die Translokationsdomäne 
erst nach der Furin vermittelten Freisetzung. (VL und VH: Variable leichte und schwere Kette des Single 
Chain Antikörper Fragmentes) 
 
Als Basis unserer weiteren vergleichenden Studien und der subsequenten Optimierung der 
Adapter diente das serumstabile komplett humanisierte Immuntoxin h22(scFv)-Ang. Dieses 
zeigte eine mit h22(scFv)-ETA’ vergleichbare IC50 von etwa 0,2 nM – 0,5 nM auf U937 
Zellen. Wie schon in den Saporin basierten Ansätzen beschrieben [86], konnte auch in 
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unseren Studien durch den Einsatz eines Adapters die Zytotoxizität des Konstruktes 
h22(scFv)-AD(emc)-Ang im Vergleich zu dem Konstrukt ohne Adapter signifikant erhöht 
werden (3.5.3). Jedoch war die Stabilität im Serum erwartungsgemäß stark reduziert (3.5.5). 
Da die partielle Entfernung der Furin sensitiven Schnittstellen lediglich zu einer leichten 
Stabilitätserhöhung führte und somit weiterhin die in vivo Anwendung beeinträchtigen 
könnte, wurde konsequenterweise die komplette endosomal spaltbare Furin-Konsensus-Seite 
deletiert. Die Stabilität des Konstruktes konnte hierdurch stark erhöht werden, so dass nach 24 
h weiterhin 50% des Immuntoxins detektierbar waren (3.5.5), während die Toxizität im 
Vergleich zum Konstrukt ohne Adapter um das 10-fache verstärkt wurde (3.5.3).  
Diese Ergebnisse belegen klar den Nutzen sowie die Durchführbarkeit von Immuntoxin-
Optimierung durch die Inkorporation von funktionalen, spaltbaren Adaptern. 
4.2.1 Verwendungsgebiete der einzelnen Adaptervarianten 
Im Verlauf dieser Arbeit zeigte sich, dass neben der Optimierung von humanisierten 
Immuntoxinen die Adapter auch zur Verkleinerung etwa von ETA oder Diphteria Toxin 
basierten Immuntoxinen eingesetzt werden können. Infolge des Austausches der natürlichen 
Translokationsdomäne durch einen spaltbaren Adapter konnte die Größe des Immuntoxins 
h22(scFv)-ETA’ von 70 kDa auf 61 kDa reduziert werden. Neben dem Vorteil, dass kleinere 
Immuntoxine leichter Gewebe und Tumore penetrieren [130, 131], wird zusätzlich die 
Immunogenität des Konstruktes durch den reduzierten bakteriellen Anteil verringert. So ist 
also auch bei Immuntoxinen mit bakteriellen oder pflanzlichen Toxinen eine Optimierung 
durch die Integration eines funktionalen Adapters möglich.  
Des weiteren zeigte sich, dass sich durch die Integration eines molekularen Adapters das 
zytotoxische Potential eines Immuntoxins um das 10- bis 20-fache erhöhen ließ (3.5.3), 
jedoch wurde reziprok die Stabilität des Konstruktes im Serum zum Teil erheblich reduziert 
(3.5.5). Diese Unterschiede zeichnen jedoch keinen der beiden Adaptervarianten als potentiell 
bessere Wahl für die Optimierung von Immuntoxinen aus. So ist bei der lokalen Behandlung 
von soliden Tumoren durch eine lokale Applikation des Immuntoxins ein hohes zyotoxisches 
Potential von größerer Bedeutung als eine Serumstabilität von mehr als 24 h. Hier wäre der 
Ursprungsadapter AD(emc) die bessere Wahl zur Optimierung des eingesetzten Immuntoxins. 
Bei disseminierten Tumoren allerdings, bei denen eine gezielte lokale Applikation des 
Immuntoxins nicht möglich ist, ist eine längere funktionale Plasmahalbwertszeit des 
Immuntoxins essentiell. Aus diesem Grund wäre hier der Adapter AD(mc) zu bevorzugen. Zu 
beachten ist jedoch, dass die Stabilität eines Konstruktes im Serum neben der Stabilität des 
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Adapters auch von den verwendeten Liganden und Toxinen abhängt. So sollte die 
Entscheidung, ob das endosomal spaltbare Peptid deletiert sein soll oder nicht, für jedes 
Immuntoxin und jede Zielzelle neu evaluiert werden. 
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5 Ausblick 
In dieser Arbeit wurde das erste humanisierte Immuntoxin gegen CD64 positive Zellen 
entwickelt und durch die Integration von funktionalen spaltbaren Adaptern hinsichtlich der 
Toxizität optimiert. Während der in vitro Charakterisierung der Konstrukte h22(scFv)-Ang, 
h22(scFv)-AD(emc)-Ang sowie h22(scFv)-AD(mc)-Ang wurden spezielle Vorversuche in 
Hinblick auf folgende in vivo Untersuchungen durchgeführt. So konnte die Induzierung von 
Apoptose durch die Immuntoxine dokumentiert werden und in einem ex vivo Versuch mit 
primären Milzzellen ließ sich die spezifische Zytotoxizität gegenüber CD64 positiven Zellen 
darstellen. Diesen positiv verlaufenden Vorversuchen sollen in Kürze die ersten Tierversuche 
folgen. Hierbei wird ein disseminiertes Tumormodell verwendet, bei dem den Mäusen 
intravenös U937 Zellen injizert werden. Anschließend ist zu evaluieren, inwieweit die 
Angiogenin basierten Immuntoxine eine anti-Tumoraktivität gegenüber den disseminierten 
U937 Zellen zeigen und die Entstehung von Metastasen verhindern. Neben der 
makroskopischen Auszählung von Metastasen soll eine histomorphologische Untersuchung 
einzelner Gewebe von Kontrolltieren ohne Immuntoxinbehandlung und von mit Immuntoxin 
behandelten Mäusen erfolgen. Die hierzu notwendigen Anträge sind bereits gestellt und 
genehmigt worden, so dass diese Untersuchungen in Kürze starten. 
Neben der Behandlung von CD64 positiver AML könnten die hier generierten Immuntoxine 
auch zur Bekämpfung atopischer Erkrankungen und chronischer Entzündungen eingesetzt 
werden. Bei diesen Krankheitsbildern spielen dysregulierte Makrophagen eine entscheidende 
Rolle [132, 133]. Diese induzieren Entzündungsreaktionen durch Ausschüttung von 
Zytokinen und entzündungsfördernden Faktoren und phagozytieren unkontrolliert letale 
sowie vitale Zellen. Erste positive Ergebnisse in diesem Bereich konnte durch ein Ricin A 
basiertes Immuntoxin erzielt werden [132]. Hier ließen sich subkutane Entzündungen 
erfolgreich behandeln. Ähnlich gute Ergebnisse konnten mit demselben Immuntoxin bei der 
Behandlung von rheumatoider Arthritis [133] erzielt werden. Ein Einsatz der hier generierten 
humanisierten Immuntoxine auf einem dieser Erkrankungsgebiete gilt daher als sehr 
wahrscheinlich. 
Im Hinblick auf die während dieser Arbeit eingesetzten Adapter ist auch hier eine weitere 
Optimierung der funktionalen Elemente möglich. Da sich gezeigt hat, dass eine endosomale 
Spaltung des Adapters zu einer Toxizitätserhöhung von 100% führt, wäre der Erhalt dieser 
Funktion in Verbindung mit einer hohen Stabilität im Serum wünschenswert. Da die durch 
Furin spaltbaren Peptide diese Stabilität nicht gewährleisten können, wäre die Integration 
ähnlicher endosomal spaltbarer Peptide eine Alternative. Hier wäre u.a. die Verwendung von 
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Cathepsin spaltbaren Peptiden denkbar. Cathepsin B ist eine endosomal lokalisierte Protease 
und wird bei vielen Tumorarten überexpremiert. Cathepsin B spaltbare Peptide fanden daher 
bereits häufig bei der Entwicklung von chemisch gekoppelten Immunokonjugaten 
Verwendung [134, 135].  
Beim Einsatz toxischer Komponenten zur Generierung von Immuntoxinen, die zur 
zytotoxischen Entfalltung einen freien N- oder C-terminus benötigen, ist die Inkorporation 
des zytosolisch spaltbaren Peptids alleine denkbar. Hierdurch wäre die katalytische Domäne 
des Immuntoxins nach dem Übergang in das Zytosol der Zelle frei und könnte so ungehindert 
seine zytotoxische Wirkung entfalten. Untersuchungen hierzu werden in unserem Labor 
bereits durchgeführt. 
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6 Zusammenfassung 
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne Erkrankung des blutbildenden 
Systems. Hierbei kommt es zu einer massiven Vermehrung von unreifen, leukämischen 
Zellen, die sich im Knochenmark und Blut ansammeln. Die Behandlung von AML erfolgt 
derzeit hauptsächlich mit Chemo- und Radiotherapien. Jedoch gewährleisten diese Therapien 
keine vollständige Eliminierung von residualen Zellen und führen aufgrund ihrer Unspezifität 
oftmals zu beträchtlichen Nebenwirkungen. Daher sind alternative Behandlungsstrategien, 
wie der Einsatz von Immuntoxinen, ein großer Hoffnungsträger. Bei einer Therapie mit 
Immuntoxinen werden idealerweise spezifisch die Krebszellen eliminiert, ohne einen weiteren 
schädigenden Einfluss auf den Körper auszuüben. 
Zellen des AML-Typs M4 und M5 zeichnen sich unter anderem durch eine extrem hohe 
Expressionsrate des FcγRI (CD64) Rezeptors aus. Dieser Rezeptor ist daher ein viel 
versprechendes Ziel zur Behandlung von AML.  
Ein großer Nachteil vieler bisher entwickelter Immuntoxine ist ihre potentielle Immunogenität 
bei der Applikation im Menschen. Dieses ist auf die bakteriellen oder pflanzlichen 
Komponenten dieser Immuntoxine zurückzuführen. Um diese Problematik zu beheben, wurde 
in dieser Arbeit ein vollständig humanisiertes Immuntoxin entwickelt, welches keinerlei 
Immunogenität im Menschen aufzeigen dürfte. Hierzu wurde das humanisierte Single Chain 
Antikörper Fragment h22(scFv) an die humane RNase Angiogenin fusioniert. Da humane 
Effektorproteine jedoch nicht, wie viele der bakteriellen oder pflanzlichen Toxine, über eine 
natürliche Translokationsdomäne verfügen, sind diese zum Teil von geringerer Toxizität. Aus 
diesem Grund sollte dass neu entwickelte humane Immuntoxin h22(scFv)-Ang mit Hilfe eines 
funktionalen Adapters hinsichtlich der endosomalen Freisetzung optimiert werden.  
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Funktionalität eines multifunktionalen molekularen 
Adapters im direkten Vergleich zu der natürlichen Translokationsdomäne vom Pseudomonas 
Exotoxin A untersucht. Hierzu wurden zwei Konstrukte h22(scFv)-ETAm und h22(scFv)-
AD(emc)-ETAm kloniert, welche beide eine deletierte Form des ETA ohne 
Translokationsdomäne (ETAm) als toxischen Bestandteil beinhalten. Beide Konstrukte 
wurden periplasmatisch unter osmotischen Stress in Anwesenheit von kompatiblen Soluten in 
E.coli exprimiert und gereinigt und umfassend charakterisiert. Hierbei zeigt sich, dass das 
Konstrukt h22(scFv)-AD(emc)-ETAm mit einer IC50 von 0,5 nM eine vergleichbar hohe 
Toxizität gegenüber CD64 positiven U937 Zellen aufwies wie das Ursprungs- und 
Referenzkonstrukt h22(scFv)-ETA’. Die Zytotoxizität des ETA-Konstruktes ohne 
Translokationsdomäne und ohne Adapter (h22(scFv)-ETAm) dagegen war mit einer IC50 von 
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10 nM deutlich um 90% gesenkt. Die Funktionalität des Adapters AD(emc) konnte somit 
bestätigt werden, so dass in einem weiteren Schritt nun die Entwicklung und Optimierung 
eines humanen anti-CD64 Konstruktes durch die Integration dieses Adapters erfolgen konnte. 
Im Folgenden wurden die Immuntoxine h22(scFv)-Ang und h22(scFv)-AD(emc)-Ang 
generiert, exprimiert und charaktierisiert. Das Konstrukt h22(scFv)-AD(emc)-Ang wies ein 
hohes zytotoxische Potential mit einer IC50 von 0,01 nM auf, wohingegen das Konstrukt 
h22(scFv)-Ang lediglich eine IC50 von 0,2 nM erzielte. Die Integration des funktionalen 
Adapters führte somit zu einer 20-fachen Steigerung der Zytotoxizität gegenüber dem 
Ursprungskonstrukt. Jedoch zeigte sich, dass die Stabilität dieses Konstruktes erheblich 
reduziert war. Da für disseminierte Tumorerkrankungen ein Immuntoxin von hoher Stabilität 
von Vorteil ist, wurde der Adapter AD(emc) modifiziert. Hierbei wurde das Konstrukt 
h22(scFv)-AD(mc)-Ang generiert, bei dem das endosomal spaltbare Peptid deletiert worden 
war. Nach der erfolgreichen Expression und Reinigung dieses Fusionsproteins zeigte sich, 
dass das zytotoxische Potential mit einer IC50 von 0,03 weiterhin 10-fach höher lag als das 
Potential von h22(scFv)-Ang, wobei die Stabilität im Serum die des Konstruktes h22(scFv)-
AD(emc)-Ang um ein Vielfaches übertraf. 
Abschließend wurde in Hinblick auf zukünftige in vivo Versuche der Effekt der Angiogen 
basierten Immuntoxine auf primäre Milzzellen von transgenen humanen CD64 positiven 
Mäusen untersucht sowie die Art des durch die Immuntoxine induzierten Zelltodes. Hier 
zeigte sich, dass jedes der getesteten Immuntoxine spezifisch CD64 positive Makrophagen 
eliminierte und dass alle Angiogenin basierten Immuntoxine Apoptose induzierten. Damit 
wurden die Grundlagen für zukünftig folgende in vivo Experimente geschaffen. 
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8 Anhang 
 
In weiteren Verlauf sind die genetischen Sequenzen sowie Schnittstellen für die 
Restriktionsenzyme dargestellt. Die Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Code dargestellt.  
 
8.1 H22 single chain Antikörper Fragment 
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8.2 Adapter AD(emc) und AD(mc) 
 
 
8.3 Die katalytische Domäne von ETA (ETAm) 
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8.4 Angiogenin 
 
 
8.5 Der genetische Code 
 
Abbildung 25: Genetischer Code der einzelnen Aminosäuren. 
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Abbildung 26: Abkürzungsverzeichnis der Aminosäuren. 
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